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1.1. ESTRUCTURA DE LAS PROTEÍNAS TETRASPAN 
La familia Tetraspan comprende al menos 25 miembros en humanos. Fueron 
descubiertas en 1990 por dos grupos independientes, los cuales clonaron dos nuevos 
genes: CD81 [1] y Sm23 [2], cuyas secuencias de aminoácidos presentaban una alta 



























Figura 1. La familia de proteínas Tetraspan. La figura muestra la familia Tetraspan en humanos. * 
Indica las moléculas Tetraspan con cuatro cisteínas en el dominio EC2. ** Indica las Tetraspan con ocho 
cisteínas en el dominio EC2. El resto de las Tetraspan tienen seis cisteínas en el dominio EC2. La 
distancia entre las Tetraspan está indicada por una longitud relativa de la rama, donde 0.1 equivale a un 
10% de los aminoácidos diferentes. 
 
Las Tetraspan son proteínas de membrana tipo II, que se distinguen por tener 
una única cadena polipeptídica, de 200 a 300 aminoácidos, con cuatro dominios 
transmembrana (hidrofóbicos) muy conservados en la familia (Figura 2). Los extremos 
amino terminal y carboxilo terminal son cortos ( 5 a 14 aminoácidos) y se disponen 
hacia el citosol [4]. Los dominios transmembrana están unidos por un dominio 
extracelular de pequeño tamaño (20-27 residuos), EC1, entre los dominios 
transmembrana 1 y 2, un dominio intracitoplásmico, también pequeño, entre los 
dominios transmembrana 2 y 3 y un dominio extracelular de gran tamaño (75-130 
aminoácidos), EC2, entre los dominios transmembrana 3 y 4 [5, 6], que se encuentra 





localizados en el dominio transmembrana 2, el dominio intracelular y la región 
transmembrana 3. Existen miembros distantes, que comparten el mismo patrón 
estructural, y algunos residuos conservados, pero carecen de estos residuos conservados 
























Figura 2. Estructura predicha para las proteínas Tetraspan. La estructura propuesta está basada en la 
secuencia de aminoácidos y está pendiente de ser confirmada por cristalografía. Se representan en 
círculos los siguientes aminoácidos: azul, conservados; magenta, cisteínas conservadas en el dominio 
EC2; naranja, aminoácidos cargados del tercer y cuarto dominio transmembrana. El tamaño de los 
círculos indica si hay uno (círculo pequeño) o más (círculo grande) aminoácidos conservados en esa 
posición; x indica una posición donde todos los aminoácidos son potencialmente aceptables.  
 
Los dominios transmembrana no presentan homología con los de otras familias 
de proteínas con cuatro dominios transmembrana como las Conexinas o CD20 [7]. 
Estos dominios contienen un alto número de aminoácidos polares, cuyo emplazamiento 
en la bicapa lipídica, en principio energéticamente desfavorable, parece estar implicado 
en la interacción con otras moléculas transmembrana, como ocurre en el caso de las 
interacciones de CD9 con HB-EGF [8], con el precursor de la cadena β1 y la 
correspondiente cadena madura [9] o con CD9P-1 [10] 
Los dominios extracelulares, por el contrario, presentan una elevada variabilidad 
en longitud, secuencia y grado de glicosilación. Todas la Tetraspan contienen en el 
dominio EC2 cuatro, seis u ocho cisteínas, que participan en la formación de puentes 
disulfuro, esenciales para el correcto plegamiento de la proteína.[6, 11] 
El dominio EC2 está organizado en dos subdominios (Figura 3 A). El primer 









que consiste en tres hélices. El segundo subdominio es altamente variable en longitud, 
estructura secundaria y plegamiento, está insertado en el subdominio conservado, y su 
topología relativa está gobernada por puentes disulfuro, cuyo número corresponde con 
diferentes subtipos de proteínas Tetraspan (Figura 3 B). El subdominio conservado, 
debe contener sitios que corresponden a interacciones comunes a todas las Tetraspan, 
como interacciones entre ellas o con integrinas, mientras que el subdominio variable 
debe estar implicado en interacciones específicas de cada Tetraspan, como interacciones 








































Figura 3. Estructura cristalográfica del EC2 de las Tetraspan. A) Estructura cristalográfica de dos 
moléculas Tetraspan humanas, CD81 y CD53. En azul se representan los subdominios conservados y en 
rojo el subdominio variable. B) Ejemplos de los tres subgrupos de Tetraspan, atendiendo al número de 
cisteínas en EC2 y la predicción del plegamiento en base a estas cisteínas. Los rectángulos, flechas y 
líneas finas corresponden a α-hélice, β-hélice y coil, respectivamente. Los subdominios conservados y 
variables se representan en azul y rojo, respectivamente. Las cisteínas y los puentes disulfuro están 













Los dominios citoplásmicos presentan baja homología dentro de la familia, 
aunque algunos residuos están conservados en la mayoría de las moléculas Tetraspan 
clásicas. La homología dentro de la Filogenia es, sin embargo, elevada. [7] 
Las proteínas Tetraspan aparecen temprano en la Filogenia, en la superficie de 
Schistosoma mansoni. [2]. En el genoma de Caenorhabditis elegans se han encontrado 
varios genes homólogos a los de las Tetraspan [12, 13] y en Drosophila melanogaster, 
el gen lbl (“late bloomer”, relacionado con la formación de sinapsis neuromusculares), 
presenta una elevada homología con los genes que codifican para las Tetraspan [14].  
 
1.2. EXPRESIÓN TISULAR DE LA FAMILIA DE PROTEÍNAS TETRASPAN 
En mamíferos, algunas Tetraspan como CD81, CD82, CD9 o CD63 se expresan 
prácticamente en todos los tejidos. Varias de ellas son marcadores de diferenciación en 
leucocitos, como CD9, CD37, CD53, CD63, CD81, CD82 y A15 [11, 15]. CD9 es 
característico de plaquetas y de células pre-B, CD63 es un componente ubicuo de la 
membrana lisosomal que se encuentra en los gránulos densos de plaquetas y en los 
corpúsculos de Weibel-Palade y aparece en la membrana plasmática de células 
tumorales y activadas, CD81 y CD82 se expresan ampliamente tanto en leucocitos 
como en otros tipos celulares, CO-029 se encuentra en carcinomas, CD53 es 
panleucocitario y se ha descrito su presencia en queratinocitos del sustrato espinoso y en 
la capa granular [16], mientras que CD37 está restringido a linfocitos B [17] 
 
1.3. INTERACCIONES DE LAS PROTEÍNAS TETRASPAN CON OTRAS 
MOLÉCULAS. 
Las proteínas Tetraspan interaccionan entre sí [18] y con otros tipos de 
moléculas transmembrana como integrinas y MHC, formando complejos 
macromoleculares en la membrana plasmática [18-20], [21] que conectan con moléculas 
intracelulares como PI4K [22-24] ó PKC [25] (Figura 4). 
Las diferentes interacciones de  las proteínas Tetraspan con otras moléculas se 



































Figura 4. Complejo macromolecular de las Tetraspan. Las proteínas Tetraspan interaccionan entre sí 
en la membrana plasmática y con otros elementos formando complejos macromoleculares, dando lugar a 
la denominada “Red Tetraspan”. La figura muestra un modelo hipotético representativo que no 
corresponde a un modelo celular real. Nótese que las moléculas CD19 y CD37 se expresan en linfocitos 
B, mientras que CD4 y CD8 se expresan en linfocitos T. 
 
3.1. Integrinas. 
La primera evidencia de la asociación de las Tetraspan con integrinas describió 
la interacción de CD9 con la integrina αIIbβ3 en plaquetas. Dicha asociación no es 
constitutiva, sino que es inducida por el tratamiento con anticuerpos contra CD9 [26]. 
Posteriormente se han descrito la interacción de CD151 con la integrina α6β4 en los 
hemidesmosomas de queratinocitos humanos, donde regula la organización de los 
mismos [27] y la interacción de CD63 con CD11b/CD18 (integrina tipo β2), que 
localizan en grandes complejos, de alta resistencia a solubilización en detergentes, en la 
membrana plasmática, tras la activación de neutrófilos humanos por tratamiento con 
anticuerpos que reconocen a CD63 [28]. Aparte de estos tres casos, las interacciones 
descritas hasta ahora entre las Tetraspan e integrinas implican siempre a la cadena β1, y 
son interacciones constitutivas. Concretamente todas las Tetraspan interaccionan con las 
integrinas α3β1, α6β1 y α4β1 [19, 20, 29-31]. La interacción de CD9 con la integrina 
α5β1 ha sido descrita en células B [18, 29], aunque otros autores describen la ausencia 
de interacción, tanto de CD9 como de otras Tetraspan con α5β1 [19, 30, 31]. Asimismo, 





























Se ha descrito la existencia de complejos multimoleculares en la membrana 
plasmática, en los cuales al menos las Tetraspan CD9, CD81, CD82 y CD63 se asocian 
entre sí y con las integrinas α4β1, α5β1 y α6β1. En estos complejos también están 
presentes antígenos HLA-DR [18]. Otros estudios implican en estos complejos también 
a la integrina α3β1 [19].  
Las Tetraspan CD81 y CD151 son las que más establemente interaccionan con 
integrinas. Estas interacciones estables están constituidas por CD81/α4β1, CD151/α3β1 
y CD151//α6β1 [32]. CD81 forma asimismo uniones estables con α3β1 en filopodios, 
neuritas y conos en crecimiento de un modelo neuronal  [33]. Esto sugiere que, entre las 
Tetraspan, CD81 y CD151 interaccionan directamente con las integrinas, mientras que 
las otras Tetraspan se asocian a integrinas indirectamente a través de CD81 y CD151 
[32]. 
La interacción de las integrinas con las proteínas Tetraspan, está mediada por el  
dominio extracelular de la cadena α [19] y el dominio extracelular grande de la 
molécula Tetraspan. Concretamente, la interacción entre CD151 y α3β1 se debe al 
dominio extracelular de la cadena α3 (aminoácidos 570-705), el cual no se ha visto 
implicado en la interacción de las integrinas con otras proteínas de membrana, y el 






















Figura 5. Modelo de interacción Integrina-Tetraspan-PKC. Las moléculas Tetraspan CD81 y CD151 
interaccionan directamente con las integrinas a través del dominio EC2 de las Tetraspan y el dominio 
extracelular de la cadena α. Tras la estimulación celular con anticuerpos dirigidos contra EC2 o con 
ésteres de forbol, PKC es translocada a la membrana plasmática, donde se asocia con las Tetraspan a 









El hecho de que la integrina α6β1, pero no α6β4, interaccione con las Tetraspan, 
sugiere que la cadena β también esté implicada en la interacción [19]. 
CD9 interacciona con el precursor de la cadena β1 a través de dos regiones de 
CD9, el dominio extracelular grande y el cuarto dominio transmembrana (requeridos 
también para la asociación con la cadena madura) y los dominios transmembrana I y II, 
que se requieren únicamente para la interacción con la proteína inmadura. Dicha 
interacción es exclusiva de CD9, ya que otras Tetraspan, como CD81, CD82 y CD63, 
no se asocian con dicha molécula. [9]. 
En los complejos de las Tetraspan con integrinas están incluidas otras moléculas 
de membrana, como MHC [18]. CD46, molécula que protege a las células del ataque 
autólogo del complemento, interacciona con múltiples integrinas β1 y con las Tetraspan 
CD9, CD151, CD81 y CD82 [34]. CD36 es una glicoproteína de membrana implicada 
en agregación plaquetaria, que interacciona con las integrinas αIIbβ3 y α6β1 y con 
CD9 en plaquetas humanas [35]. Otras moléculas de membrana como HB-EGF forman 
parte de los complejos CD9-α3β1 [30]. La interacción de CD9 con HB-EGF requiere el 
dominio extracelular largo, el dominio transmembrana 4 y el dominio citosólico 
carboxilo terminal de CD9 [8]. 
Las Tetraspan forman complejos en membrana en los que las integrinas están 
excluidas, tal es el caso de la asociación directa entre el receptor de EGF y CD82 [36]. 
CD9 y CD81 interaccionan directamente con CD9P-1/EWI-F [10, 37], molécula con 
dominios inmunoglobulina, cuyo homólogo en rata, la proteína FPRP, es capaz de 
regular la actividad del receptor de la prostaglandina PGF-2α, aunque no se ha 
demostrado que su homólogo humano tenga esta función. CD63, CD82 y CD151 
también interaccionan con CD9P-1/EWI-F, aunque más lábilmente que CD9 y CD81, 
sugiriendo éstos se asocian al complejo de manera indirecta a través de los otros dos. El 
dominio extracelular más grande y el cuarto dominio transmembrana de CD9 están 
implicados en la interacción [10]. EWI-2, molécula de la misma familia que CD9P-
1/EWI-F, también interacciona directamente con CD9 y CD81 en ausencia de integrinas 
[38]. 
Moléculas citoplásmicas como PKC y PI 3K, también interaccionan con los 
complejos Tetraspan- integrinas.  
Las isoformas de PKC α, βII y γ, interaccionan con las proteínas Tetraspan CD9, 




consecuencia de su translocación a la membrana plasmática durante su activación. La 
especificidad de la asociación, parece residir en las colas citoplásmicas de los dos 
primeros dominios transmembrana de las proteínas Tetraspan [25]. Las Tetraspan son 
las moléculas conectoras entre las integrinas y PKC, lo cual explica por qué el dominio 
extracelular de la integrina α3 es necesario para el anclaje a membrana de PKC y para 
la fosforilación del dominio citoplásmico de la cadena α3 mediada por PKC [25] 
(Figura 4). 
Las Tetraspan CD81, CD63, CD9, CD151 y A15/TALLA1 interaccionan  
constitutivamente con PI 4K tipo II en complejos en los cuales está presente la integrina 
α3β1. En cambio, otras integrinas que también se asocian a CD81 y CD63, como α6β1 
y α4β1, no forman parte de los complejos en que interviene PI 4K [24], y tampoco otras 
Tetraspan como CD82 y CD53, siendo esta la única ocasión en que éstas aparecen 
excluidas de un complejo en el que participan otras proteínas Tetraspan [22]. Los 
complejos de PI 4K con CD63 son mayoritariamente intracelulares, [22]. El antígeno 
CD63, predominantemente intracelular, presente en estos complejos en la membrana 
plasmática, podría tener una función de reciclaje de estructuras de adhesión en el frente 
de avance [24]. CD151 es el nexo que conecta a PI 4K y α3β1, interaccionando con 
ambas moléculas directamente. La asociación de CD151 con α3β1, requiere el dominio 
extracelular de α3, lo cual explica por qué la asociación de PI 4K con α3β1 requiere 

















Figura 6. Modelo de la interacción de Integrinas-Tetraspan-PI 4K. La molécula CD151 es el nexo 
que conecta a las integrinas con PI4K. CD151 interacciona directamente con la integrina α3β1 a través de 
los dominios extracelulares de CD151 (EC2) y de la cadena α. PI 4K interacciona con los dominios 







 Los complejos constituidos por las Tetraspan CD9 o CD81 y la integrina α3β1 y 
los complejos de la Tetraspan CD63 y PI 4K localizan en la membrana plasmática en 
microdominios similares a los "lipid rafts" (áreas de membrana con un alto contenido en 
colesterol, fosfolípidos y esfingolípidos), que no contienen caveolina y son más solubles 
que los "lipid rafts" clásicos [39]. 
 
1.3.2. Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC). 
Las interacciones de las proteínas Tetraspan con moléculas MHC se han 
estudiado sobre todo en linfocitos B, donde se han descrito complejos de CD81, CD37,  
CD53 y CD82 con glicoproteínas MHCII (-DR) [21, 40]. Mediante una técnica 
immunofísica denominada Transferencia de Energía por Citometría de Flujo, se 
describe la existencia de complejos macromoleculares  constituidos por las Tetraspan 
CD53, CD81, CD82 con los Complejos Principales de Histocompatibilidad, tanto de 
Clase I como de Clase II (en concreto DR y DQ), además de otras moléculas como 
CD71 (receptor de transferrina) y CD20. La proximidad de estas moléculas en la 
membrana plasmática, sugiere que se distribuyan formando complejos 
macromoleculares en la superficie celular. El modelo propone que sólo una proporción 
de estas moléculas esté en los complejos, mientras que otra proporción esté aislada o 























Figura 7. Modelo de Transferencia de Energía por citometría de Flujo. Las moléculas Tetraspan 
interaccionan entre sí en la membrana plasmática y con moléculas MHC de Clase I y de Clase II, además 

























También existen interacciones entre las Tetraspan y las moléculas MHC II 
intracelulares. CD63 interacciona con MHC II en diversos compartimentos 
intracelulares de células dendríticas [42]. En linfocitos B, CD82 y CD63 son  
componentes de los MIIC, vesículas endocíticas tardías, que participan en presentación 
antigénica. En estos compartimentos, CD63 y CD82 interaccionan con las moléculas 
HLA-DR, HLA-DM (molécula que se asocia a MHCII y favorece la unión del péptido 
además de degradar la porción de la cadena invariable que ocupa el lugar del péptido, 
CLIP) y HLA-DO (molécula que se asocia a DM e inhibe su acción) en células B 
humanas. [43] 
Las moléculas de MHC clase II que se encuentran asociadas con CD82 
contienen péptido, y no están unidas a la cadena invariable (molécula que impide la 
unión prematura del péptido), lo cual sugiere que CD82 interviene en los últimos 
estadios de la maduración de las moléculas MHC II [43]. 
 
1.3.3. Otras moléculas. 
Varias Tetraspan se asocian con diferentes moléculas que actúan como 
correceptoras en el sistema inmune. La proteína homóloga a CD53 en rata se asocia con 
CD2 en células T y en una línea NK [44], mientras que CD81 y CD82 coprecipitan con 
CD4 y CD8 en células T así como entre sí. La interacción de CD4 con CD81 es 
totalmente dependiente del dominio citoplásmico de CD4, aunque la interacción con 
CD82 depende tanto del dominio citoplásmico como del extracelular de CD4 [45]. 
CD81 también forma un complejo macromolecular que incluye a las moléculas CD21, 
















Figura 8. Interacción de las Tetraspan con el complejo de señalización de células B, 
CD21/CD19/Leu-13. La molécula CD81 interacciona con el complejo CD19/CD21/Leu-13 a través del 
dominio EC2 de CD81 y el dominio extracelular de CD19. CD21 interacciona con CD19. La posición 













Las proteínas Tetraspan CD82 y CD9 también interaccionan con CD19. La 
interacción entre CD81 y CD19 es directa a través del dominio extracelular de CD19, 
mientras que CD82 y CD9 interaccionan con CD19 indirectamente a través de CD81. 
[47]. La señalización del complejo requiere el dominio citoplásmico de CD19, lo que 
sugiere que CD19 es la molécula implicada en transducir las señales enviadas por el 
complejo al interior celular [48]. 
 
Tabla I. Interacciones de las Tetraspan con otras moléculas. 
  
 CD53 CD81 CD82 CD9 CD151 CD63 CD37 REFERENCIAS 
α3β1 + + + + + + + [19, 20, 32, 33, 51] 
α4β1 + + + + ND + ND [18, 20, 29, 32, 52] 
α6β1 + + + + + + ND [18-20, 32] 
α5β1 ND + + + ND + ND [18, 29] 
Precursor β1 ND ─ ─ + ND ─ ND [9] 
αIIbβ3 ND ND ND + ND ND ND [26] 
α2β1 ─ ─ ND ─ ─ ─ ─ [19] 
α6β4 ND ─ ND ─ + ─ ND [27] 
HLA-DR + + + ND ND + + [21, 40, 43] 
HLA-DM ND ND + ND ND + ND [43] 
HLA-DQ + + + ND ND ND ND [41] 
HLA-DO ND ND + ND ND + ND [43] 
PI 4K ─ + ─ + + + ND [22-24] 
PKC + + + + + ─ ─ [25] 
EGF-R ND ND + ND ND ND ND [36] 
TGF-α ND ND ND + ND ND ND [50] 
HB-EGF ND ─? ─? + ND ND ND [8] 
CD36 ND ND ND + ND ND ND [35] 
CD11/CD18 ND ND ND ND ND + ND [49] 
CD9P-1 ND + + + + + ND [10] 
CD2 + ND ND ND ND ND ND [44] 
CD4 ND + + ND ND ND ND [45] 
CD8 ND + + ND ND ND ND [45] 
CD21-CD19- 
Leu 13 
ND + ND ND ND ND ND [46] 
CD19 ND + + + ND ND ND [47] 
CD20 + + + ND ND ND ND [41] 
CD46 ND + + + + ND ND [34] 
 
Tabla I: En el eje horizontal de la tabla se indican las moléculas Tetraspan, y en el eje vertical las 
moléculas con las cuales se ha descrito la interacción. El símbolo + indica que se ha descrito la 
interacción. El símbolo ─ indica que se ha descrito la ausencia de interacción. ND indica que no se ha 
descrito la interacción. 
 
Otras interacciones a destacar son las de CD63 con CD11/CD18 en neutrófilos 
humanos [49] y CD9 con el Factor de Crecimiento Transformante, TGF-α, 




La variedad de complejos anteriormente expuestos, ha llevado a la hipótesis de 
que las Tetraspan funcionan como moléculas adaptadoras, dentro de complejos 
macromoleculares, donde organizan la posición relativa de otras moléculas de 
superficie, modulando su función [18] (Figura 4). 
 
1.4. SEÑALIZACIÓN DE LAS TETRASPAN 
 
1.4.1. Las Tetraspan como marcadores de activación celular. 
Las Tetraspan se asocian con activación celular. Algunas ven aumentados sus 
niveles de expresión en células activadas: CD9 y CD53 ven aumentados sus niveles 
durante la activación celular de plaquetas y linfocitos, respectivamente [53, 54]. CD63 
es un antígeno predominantemente intracelular que localiza en la membrana plasmática 
de células activadas como plaquetas [55-57] y en lesiones ateroscleróticas de conejos 
Watanabe (modelo de  hiperlipidemia hereditaria) [58]. CD82 aumenta sus niveles en 
una  línea monocítica  (U937), en respuesta a varias citoquinas (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-
13, interferón-γ y TNF-α [59], y CD81 aumenta sus niveles de expresión en eosinófilos 
de pacientes infectados con helmintos [60]. En otras ocasiones, los niveles de expresión 
se ven reducidos como consecuencia de la activación celular: CD53 disminuye sus 
niveles de expresión en neutrófilos humanos activados, en paralelo con una disminución 
de los niveles de CD44 y CD43 [61], y la expresión de CD37 se pierde rápidamente de 
la superficie de linfocitos B activados [7]. 
 
1.4.2. Señales inducidas por anticuerpos monoclonales que reconocen a las 
proteínas Tetraspan. 
La ligación de las proteínas Tetraspan por sí solas produce activación de 
múltiples líneas hematopoyéticas, como plaquetas por ligación de CD9 [62], linfocitos 
B y monocitos por ligación de CD53 [63, 64] o de neutrófilos por ligación de CD63 
[49]. Dicha activación conduce a un aumento de los niveles de Ca+2 intracelulares [62, 
65], producción de DAG e inositol 1,4,5-trifosfato, así como activación de PKC [62], 
que conlleva su translocación a la membrana plasmática [65]. En macrófagos de rata, la 
ligación de CD53, además de estos procesos, induce liberación de óxido nítrico 
dependiente de la expresión de la enzima óxido nítrico sintetasa inducible [65], y en 
humanos, la ligación de CD53 activa el mecanismo oxidativo del monocito, a través de 




secreción granular, en una línea basofílica transfectada con CD63 por ligación del 
mismo [66] o fosforilación en tirosina, por ligación de CD82 en monocitos [59]. La 
fosforilación en tirosina de p72syk por ligación de CD9, se produce tanto por ligación 
del anticuerpo completo [67], como de sus fragmentos F(a,b), [68]. Otros efectos de las 
Tetraspan son producidos por el anticuerpo completo, y no por los correspondientes 
fragmentos F(a,b), como aumento en los niveles de calcio intracelulares y fosforilación 
en tirosina, producidos por la ligación de CD53 en células leucémicas de rata con 
actividad NK [44]. En monocitos, la ligación simultánea de CD82 y del Receptor de Fc 
da lugar a un aumento de los niveles de calcio intracelulares sostenido, mientras que la 
ligación del Receptor de Fc sólo da lugar  a una movilización transitoria [59].  
 Las proteínas Tetraspan CD53 y CD63 interaccionan con una actividad fosfatasa 
en rata, en lisados de ganglios linfáticos y en un timoma, y en una línea basofílica 
respectivamente, aunque las consecuencias funcionales de estas interacciones no se 
conocen [69]. CD63 interacciona asimismo con actividades quinasa de la familia Src sin 
identificar [49].  
 Las Tetraspan son capaces de inducir un efecto coestimulatorio en células T y B 
por coligación con los correspondientes Receptores de células T y B. Este es el caso de 
CD9 en linfocitos T  [70] o de CD81 en linfocitos B. El complejo macromolecular que 
forman CD81, CD19, CD21 y Leu-13 en linfocitos B, [46] disminuye el umbral de 
señalización a través del receptor de células B [71, 72]. La ligación de CD82 produce 
una señal coestimulatoria en linfocitos T, induce adhesión y produce cambios 
morfológicos [73], como desarrollo de extensiones de membrana [74]. Recíprocamente, 
coestímulos como CD2 y CD3 aumentan las alteraciones morfológicas inducidas por 
CD82, aunque ambos procesos, inducción de cambios morfológicos y activación de 
linfocitos T, son independientes [74]. La ligación simultanea de CD82 y CD3 produce 
cambios fenotípicos en las células Jurkat, como aumento en los niveles de expresión de 
HLA de clase I [73].  
 CD81 funciona como receptor del virus de la hepatitis C [75], mediante la 
interacción del dominio extracelular largo de CD81 con la proteína E2, de la envuelta 
del virus [76, 77]. La interacción de la proteína E2 con CD81 induce una señal 
coestimulatoria para células T en humanos in vitro, y se piensa que este antígeno puede 
estar implicado en el proceso auto inmune asociado a la infección por HCV [78]. 
El antígeno CD81 modula asimismo las interacciones entre las células B y las T 




por parte de las células T CD4+ cuando estas son cocultivadas con células B, pero no 
cuando estas se cocultivan con monocitos. El proceso va acompañado de la formación 
de agregados celulares [79]. 
Tanto CD81 como CD82 interaccionan con CD4 y CD8 en células T. Dicha 
interacción está implicada en señalización, ya que p56lck está excluida de los complejos 
CD81/CD82/CD4 [45]. 
 
1.4.3. Señalización de los Complejos Tetraspan. 
Las proteínas Tetraspan CD81, CD82 y CD9 se asocian con CD19 en células B 
y la ligación con anticuerpos contra CD9 o CD81 producen un patrón similar de 
fosforilación en tirosina que incluye a la propia CD19 [47]. 
 Los complejos formados por las proteínas Tetraspan CD9, CD63, CD151, 
CD81, CD82 y la integrina α3β1 están implicados en señalización. Células epiteliales 
sembradas sobre placas a las que previamente se han adherido anticuerpos contra 
integrinas,  presentan una correcta adhesión y fosforilación de FAK, mientras que 
células sembradas sobre placas preadheridas con anticuerpos anti Tetraspan, presentan 
escasas prolongaciones y la fosforilación de FAK es menor que en células en 
suspensión. Sin embargo, en células sembradas simultáneamente sobre colágeno y 
anticuerpos anti Tetraspan, éstos potencian la fosforilación de FAK inducida por 
colágeno [80]. La expresión ectópica de CD9 en un fibrosarcoma provoca una 
disminución de la fosforilación de FAK, así como de los filamentos de actina en las 
áreas corticales, en células adheridas a colágeno, produciendo el efecto contrario en 
células adheridas a laminina [80]. De estos resultados se deduce que la influencia de las 
proteínas Tetraspan sobre el grado de fosforilación de FAK, es dependiente del sustrato. 
 Los efectos de las proteínas Tetraspan sobre señalización intracelular se resumen 















Tabla II. Señales transducidas por ligación de las proteínas Tetraspan con 
anticuerpos monoclonales u otros estímulos. 
 
ANTÍGENO EFECTO CÉLULA ANTICUERPO REFERENCIA 




Plaqueta NNKY 1-19 [68] 
CD9 Syk-P 
Cbl-P 
Macrófago KMC 8.8 [67] 
CD9+CD3 activación Linfocito T 9D3 [70] 
CD53 ↑ Ca+2 Linfocito B MEM53 [63] 
CD53 ↑ Ca+2 Linfocito B 
Monocito 
HD77 [64] 
CD53 ↑ Ca+2 
tyr-P 
"Natural Killer" 7D2 [44] 
CD53 ↑NO 
↑ DAG,↑IP3 
↑ Ca+2 +PKC 
Macrófago MRC OX44 [65] 
CD63 ↑ secreción 
granular 
RBL-2H3 MO2, M36 [66] 
CD63 ↑CD11/CD18 
↓ CD62L 








Linfocito B  [71, 72] 




CD81 Activación Linfocito T E2 (HCV) [78] 
CD82+CD3 ↑ HLA I 
↑ IL-2 
Linfocito T IA4, γC11 + OKT3 [73, 74] 
CD82 ↑ Ca+2 
tyr-P 
Monocito IA4 [59] 
CD81/CD9/CD19 Tyr-P 
CD19-P 
Linfocito B M38/SYB-1/B4 [47] 
CD9/CD81/CD82/CD53
/CD151 











Tabla II: La ligación de las Tetraspan con anticuerpos monoclonales o ésteres de forbol induce múltiples 
señales intracitoplásmicas como fosforilación en tirosina, activación celular o estimulación del 
metabolismo del calcio. 
 
 
1.5. EFECTOS BIOLÓGICOS MEDIADOS POR LAS PROTEÍNAS 
TETRASPAN 
 
1.5.1. Proliferación  y crecimiento celular. 
Las proteínas Tetraspan han sido implicadas en proliferación como 
potenciadores o como inhibidores, según los anticuerpos utilizados o el contexto celular 




La ligación simultánea de las Tetraspan y el Receptor de Células T produce un 
efecto coestimulatorio medido por la producción de interleuquina-2, que puede estar 
acompañado de estimulación o inhibición de la proliferación celular [8, 81]. 
La ligación de las proteínas Tetraspan por sí solas, también tiene efectos sobre 
proliferación, tanto potenciadores como inhibidores.  
La ligación de CD53 en rata, induce proliferación en células T esplénicas [44], 
mientras que la ligación de CD53 humano, induce la entrada en G1 de linfocitos B en 
reposo, pero el paso del punto de restricción de G1 tardía y la entrada en la fase S sólo 
progresan en presencia de coestímulos como interleuquinas 2 y 4 [63]. 
En cuanto a los efectos antiproliferativos, CD37 bloquea la proliferación de 
células B inducida por tratamiento con inmunoglobulinas [17] y la ligación de los 
antígenos CD9, CD53, CD81, CD82 y CD37 se ha descrito como desencadenante de 
efectos antiproliferativos en múltiples ocasiones [1, 21, 40, 82].  
Los efectos antiproliferativos del antígeno CD81 descritos en células B, parecen 
estar mediados por el complejo CD19/CD21/CD81/Leu-13, ya que la estimulación de 
cualquiera de los componentes de este complejo tienen los mismos efectos: bloqueo de 
la proliferación, que inicialmente es reversible, pero con tratamientos largos da lugar a 
muerte celular y coestimulación por ligación del Receptor de Células B [1, 46, 83].  
Las proteínas Tetraspan modulan la actividad de diversos Receptores y Factores 
de Crecimiento. La expresión de CD9 aumenta la respuesta mitótica del receptor de 
EGF inducida por TGF-α y disminuye la proteolisis de TGF-α inducida por la 
estimulación del receptor. El proceso conduce a un aumento de la proliferación en 
ensayos yuxtacrinos  y a una disminución en la proliferación autocrina en células 
epiteliales [50]. La ligación de CD9, pero no de otras Tetraspan, también modula la 
actividad de HB-EGF, aumentando su respuesta como agente mitótico,  [8] y como 
receptor de la toxina diftérica [84]. La proteína Tetraspan CD82/KAI-1, interacciona 
directamente con el Receptor de EGF, en células epiteliales que expresan CD82 de 
manera ectópica. La expresión de CD82 en estas células, provoca un aceleramiento en 
la desensibilización de las células al receptor, debido a un aumento en su velocidad de 
internalización, aunque no influye en la estimulación inicial del mismo [36]. 
La ligación de las Tetraspan regula el crecimiento celular, en estudios realizados 
en neuritas. La ligación de CD81 y CD151 bloquea el crecimiento de las neuritas 
cuando las neuronas crecen sobre un sustrato de la integrina α3β1 (laminina-5), la cual 




laminina -1 o fibronectina, que no son sustratos de α3β1. [33].  En otros estudios, por el 
contrario, CD9 induce el crecimiento de las neuritas resultando bloqueado el proceso 
por anticuerpos contra α3 [85].    
 
Tabla III. Efectos sobre proliferación y crecimiento celular inducidos por el 
tratamiento con anticuerpos monoclonales que reconocen a las proteínas 
Tetraspan. 
 
ANTÍGENO EFECTO CÉLULA ANTICUERPO REFERENCIA
CD81+CD3 + Linfocito T 5A6 [81] 
CD81 ─ Linfocito B RBG5, 5A6 [1, 83] 
CD81 
HLA-DR 
─ Linfocito B 5A6 
L243 
[40] 
CD53 + Linfocito T 7D2 [44] 
CD53 + Linfocito B MEM53 [63] 
CD37 ─ Linfocito B HD28 [17] 
CD82 ─ Linfocito B 
Monocito 
IA4 [82] 
(CD82, CD81, CD53, CD9, 
MHC I) + CD3 






─ Neuritas M38 
5C11, 11B1G4 
[33] 
CD9 + Neuritas B2C11 [85] 
 
Tabla III: La ligación de las proteínas Tetraspan produce efectos sobre la proliferación celular, 
inductores o inhibitorios, dependiendo del anticuerpo y del contexto celular. 
 
1.6. ADHESIÓN, MIGRACIÓN Y METÁSTASIS. 
 
1.6.1. Efectos sobre adhesión y migración mediados por anticuerpos monoclonales 
que reconocen a las proteínas Tetraspan. 
 
1.6.1.1. Adhesión Homotípica 
Los anticuerpos monoclonales contra las proteínas Tetraspan son capaces de 
inducir adhesión homotípica en la mayoría de los casos, y bloquearla en otros.  
(Tabla IV). 
La ligación de CD9 y CD151 induce agregación plaquetaria [86, 87], que es 
bloqueada por anticuerpos contra el Receptor para la cadena pesada de las 
inmunoglobulinas [26, 87]. En el caso de CD9, el proceso va acompañado de la 
asociación del antígeno con la integrina αIIb/βIII (GPIIb-IIIa) [26], y en monos, 
anticuerpos contra la integrina αIIb/βIII previenen la muerte por trombocitopenia 




Numerosos antígenos Tetraspan han sido relacionados con inducción de 
adhesión homotípica en linfocitos B, como CD37 [89], CD9 [90], CD81 y CD53. En el 
caso de CD81 la inducción de adhesión va acompañada de inhibición de la proliferación 
[40], y el proceso ocurre de manera similar en células B y T, aunque existen diferencias; 
en células T el proceso es dependiente de iones Ca+2 y Mg+2 y está mediado por LFA-1 
y no por α4β1 [81], mientras que en células B, el proceso es independiente de Ca+2 y 
Mg+2 y no está mediado por LFA-1 [91]. En linfocitos B, sin embargo el proceso parece 
estar mediado por el complejo CD19/CD21/CD81/Leu-13, ya que la ligación de 
cualquiera de estos elementos induce adhesión homotípica [46].  
La adhesión homotípica que la ligación del antígeno CD53, induce en células B 
de rata, es dependiente de quinasas de fosfoinosítidos y de PKC, así como  de iones 
Ca+2 y Mg+2 [92], al contrario de lo que ocurre con CD81 en células B [91], aunque 
ambos antígenos coinciden en que el proceso es independiente de la ligación de LFA-1 
[91, 92]. En células humanas la ligación de CD53 induce adhesión homotípica o no, 
dependiendo del anticuerpo utilizado, mediada por LFA-1 [93]. 
En otros tipos celulares como macrófagos y neutrófilos, la ligación de CD9 y 
CD63, respectivamente, produce agregación celular, que va acompañada de la 
formación de filopodios, en el primer caso [67], y es dependiente de LFA-1 y calcio 
extracelular en el segundo caso [49]. 
Todos estos resultados indican que el mecanismo por el cual las Tetraspan 
median adhesión es dependiente del tipo celular y de los anticuerpos empleados. 
 
1.6.1.2. Adhesión Heterotípica. 
La ligación de las Tetraspan también induce agregación heterotípica. La ligación 
de CD9 induce adhesión de linfocitos B a fibroblastos de médula ósea [90], y de células 
mieloides a células estromales en cultivos de médula ósea de larga duración [94]. 
Mientras que la ligación de CD81 o CD19 induce la adhesión de linfocitos B al estroma 












Tabla IV. Efectos de la ligación de las proteínas Tetraspan con anticuerpos 
monoclonales sobre adhesión celular. 
 
ANTÍGENO EFECTO CÉLULA ANTICUERPO REFERENCIA 
CD9 + Plaquetas MALL13 [86, 88] 





CD9 + Mieloide-Estromal KMC8.8 [94] 
CD9 + Macrófago KMC8.8 [67] 





+ Linfocito B 5A6 
L243 
[40] 
CD151 + Plaqueta 14A2.H1 [87, 96] 
CD37 + Linfocito B G28-1 [89] 


























Linfocito B-Estroma de 
tonsilas 
5A6, JS69 




Tabla IV: La ligación de las proteínas Tetraspan con anticuerpos monoclonales, produce efectos 
inductores e inhibidores sobre adhesión homotípica y heterotípica. 
 
1.6.1.3. Migración. 
La ligación de las proteínas Tetraspan con anticuerpos monoclonales puede 
bloquear la migración celular. CD151 bloquea la migración de neutrófilos sobre 
fibronectina [23], (Tabla V, A). La ligación de CD9 bloquea la capacidad migratoria de 
una línea proveniente de adenocarcinoma de pulmón metastásico [97] y previene la 
migración in vitro de células derivadas de carcinoma de colon humano, sin influenciar 
la adhesión [98].  En las células derivadas de carcinoma de colon humano, donde la 
expresión de CD9 es mayor en el tumor primario que en las metástasis, las células 
derivadas del tumor primario presentan un mayor potencial migratorio que las derivadas 
de metástasis, lo cual sugiere que la expresión de CD9 es requerida para la motilidad de 
las células del tumor primario en el torrente circulatorio, mientras que la formación de 
metástasis en sitios alejados, que requiere extravasación y adhesión al endotelio, 




La formación de lamelipodios y migración celular mediada por EGF está 
suprimida en células que expresan CD82 de manera ectópica, en las cuales CD82 y el 
Receptor de EGF interaccionan directamente [36]. 
 
1.6.2. Efectos sobre migración inducidos por transfección de las Tetraspan en 
células tumorales. 
La transfección de los antígenos Tetraspan en líneas celulares derivadas de 
metástasis, generalmente bloquea la capacidad migratoria de dichas células, como 
ocurre con la transfección de CD82 en próstata [99]. Lo mismo ocurre cuando células 
de melanoma transfectadas con CD63 son inyectadas en ratones desnudos [100] o 
cuando CD9 es transfectado en numerosas líneas [101]. Sin embargo, CD9 transfectado 
en una línea celular B de escasa capacidad móvil produce el efecto contrario, 
estimulando la capacidad móvil de dichas células sobre fibronectina y laminina, en un 
proceso dependiente de integrinas β1 [102], (Tabla V, B). 
Del mismo modo que la transfección, la fusión de células metastásicas de rata 
con células cancerosas no metastásicas, suprime la capacidad invasiva de las primeras 
mediante un proceso dependiente de  CD82 [103]. 
La transfección de las Tetraspan en líneas metastásicas también afecta al 
crecimiento del tumor. La inyección de células de melanoma transfectadas con CD63 en 
ratones desnudos disminuye la velocidad de crecimiento del tumor, aunque este proceso 
no se observa in vitro [100]. Del mismo modo las células NIH3T3 transformadas con H-
Ras, transfectadas con CD63, presentan una velocidad de crecimiento menor que las no 
transfectadas, cuando se inyectan en ratones desnudos, pero  no se observan tales 
diferencias en la velocidad de crecimiento, en células creciendo in vitro. [104].  
(Tabla V, B). 
 
1.6.3. Los complejos Tetraspan en Adhesión y Migración. 
En células epiteliales las proteínas Tetraspan localizan en estructuras punteadas 
en los contactos intercelulares. La distribución exacta de estas proteínas en estructuras 
de adhesión depende del sustrato, apareciendo en el plano de adhesión y en la zona 
apical, además de en la periferia, en células sembradas en laminina, y sólo 
periféricamente, en células creciendo sobre colágeno y fibronectina [80]. Algunas 
Tetraspan, como CD9, se encuentran, en uniones intercelulares y en los "microvilli" 




indica que existen varios complejos de proteínas Tetraspan con diferente localización 
[105]. 
Varias moléculas Tetraspan forman complejos entre sí y con integrinas como 
α3β1 en las uniones intercelulares, donde colocalizan con otros elementos de adhesión 
como E-Cadherina.  Las integrinas asociadas a las Tetraspan se encuentran en un estado 
conformacional de baja afinidad, y estos complejos aparecen también en células que no 
expresan Cadherinas, lo cual indica que las Tetraspan, son funcionalmente relevantes en 
adhesión intercelular, en un proceso de adhesión o reconocimiento previo a la adhesión 
mediada por Cadherinas, que no parece requerir ni inducir, un estado de alta afinidad en 
las integrinas a las cuales se asocian [105]. Otros elementos de adhesión que colocalizan 
con los complejos Tetraspan-integrinas, como Talina, están presentes en las Adhesiones 
Focales, pero existen otros elementos de las Adhesiones Focales que están ausentes de 
los complejos Tetraspan, como vinculina. Todos estos resultados indican que las 
Tetraspan están fuera de estructuras que median fuertes uniones celulares. Las 
estructuras en las que aparecen las proteínas Tetraspan podrían ser unos nuevos 
Contactos de Adhesión o estructuras tempranas en la formación de Adhesiones Focales 
[80]. Debido a que estas estructuras carecen de los elementos propios de uniones fuertes 
de células inmóviles, su lábil unión con el citoesqueleto y su localización distal en 
filopodios y lamelipodios, la función de estos complejos puede ser la de estructuras 
dinámicas implicadas en anclaje/desprendimiento, influenciando la organización del 
citoesqueleto de actina durante la migración celular [80].  
En células endoteliales, las proteínas Tetraspan también forman complejos en los 
cuales están incluidas integrinas como α3β1, en uniones intercelulares. La ligación de 
CD151, CD81 o α3β1 en estas células aumenta su capacidad de adhesión a la matriz 
extracelular y bloquean su migración durante el proceso de cicatrización [51]. La 
ligación de los complejos Tetraspan también induce adhesión homotípica, al mismo 
tiempo que bloquea la capacidad migratoria de otros tipos celulares como leucemias [8]. 
Estos resultados indican, que la regulación de la migración por las proteínas Tetraspan, 
se debe a la modulación de la adhesión [51], (Tabla V, A). 
 Las proteínas Tetraspan están implicadas en procesos en los cuales se degradan 
estructuras de adhesión, como ocurre con la matriz extracelular durante la invasión 
tumoral. [106]. La ligación de cualquiera de los elementos del complejo α3β1-




mecanismos dependientes de PI 3K: reordenamiento de los filamentos de actina y 
producción, aunque no activación, de MMP2 (metaloproteinasa 2 de la matriz 
extracelular), así como formación de protusiones de membrana [106], (Tabla V, A). 
La molécula CD151 está implicada en la formación y organización de los 
hemidesmosomas. La transfección de la cadena β4, en queratinocitos humanos 
deficientes en esa molécula, ocasiona la incorporación de la integrina α6β4 a los 
complejos α3β1-CD151, donde induce la formación de hemidesmosomas, quedando la 
integrina α3β1 restringida a las Adhesiones Focales. Como consecuencia de esto, el 
nivel de expresión de CD151 en los hemidesmosomas aumenta. Estos resultados 
indican que la interacción de CD151 con la integrina α6β4, es esencial para la 
formación de hemidesmosomas en queratinocitos humanos [27]. 
 
TABLA V: Migración y Metástasis. 
 
A) Efectos sobre migración celular mediada por anticuerpos monoclonales que 
reconocen a las proteínas Tetraspan. 
 





































































B) Efecto sobre migración mediada por transfección de las Tetraspan. 
 









CD9 Linfocito B + [102] 
 
TablaV: A) Muestra los efectos positivos (+) o negativos (─) sobre migración celular, inducidos por 
tratamiento con anticuerpos monoclonales que reconocen a las proteínas Tetraspan. B) Muestra los 
efectos positivos (+) o negativos (─), que tiene sobre migración celular, la expresión ectópica de las 
proteínas Tetraspan. 
 
1.7. DIFERENCIACIÓN CELULAR  
La mayoría de los estudios de implicación de las Tetraspan en diferenciación se 
han realizado en células linfoides. CD53 parece estar implicado en la maduración de 
células T, ya que está presente en células dobles negativas (CD4-, CD8-), desaparece en 
células dobles positivas (células destinadas a morir en el timo), y vuelve a aparecer tras 
la selección positiva (células positivas para uno de los dos antígenos) [108, 109] 
La expresión de los antígenos CD9 y CD37 en los diversos estadios de 
maduración de células B es excluyente, de manera que CD9 se expresa en estadios 
tempranos de diferenciación, pero no en células maduras quiescentes [53], mientras que 
CD37 se expresa en células maduras, pero no en estadios pre-B ni en células 
plasmáticas [17]. 
A15 se expresa en linfocitos T inmaduros pero no en linfocitos de sangre 
periférica. [110] 
La coestimulación de CD82 y CD3 induce un proceso de diferenciación, como 
sugiere el hecho de se produzca inhibición del crecimiento celular, que no va 
acompañada de muerte celular, y sí de un aumento en la actividad metabólica [73].  
CD9 está implicado en la producción de células mieloides en cultivos de médula 
ósea de larga duración. En los primeros estadios de establecimiento del cultivo, la 
ligación de CD9 inhibe la producción de células mieloides, pero no linfoides, 
aumentando su adhesión a las células estromales. En cultivos establecidos (cultivos de 
cuatro a seis semanas), sin embargo, el anticuerpo no produce disminución, sino 
aumento, del número de células mieloides [94]. 
El único estudio de implicación de las proteínas Tetraspan en diferenciación, en 




tubulares en células epiteliales CHO, inducida por tratamiento con anticuerpos 
monoclonales [105]. 
 




 Un síndrome familiar, caracterizado por dar lugar a múltiples infecciones 
recurrentes y heterogéneas, presenta como única alteración la carencia de expresión del 
antígeno CD53, determinada en linfocitos y neutrófilos, las cuales, en situaciones 
normales expresan altos niveles de este antígeno. La patología es similar a las 
producidas por defectos en integrinas. [111]. 
 
1.8.2. Ratones. 
Los efectos de la ausencia de expresión de las proteínas Tetraspan en ratones se 
han estudiado con animales "Knock Out".  
La ausencia de expresión de CD9 en ratones da lugar a hembras estériles. La 
interacción del espermatozoide con los "microvilli" del óvulo ocurre normalmente, pero 
existe una disfunción en la fusión posterior, proceso durante el cual, en animales 
normales, la molécula CD9 se concentra en el punto de anclaje del espermatozoide 
[112, 113]. No obstante, la fertilización ocurre normalmente cuando el esperma es 
micro inyectado en el óvulo [114]. 
Los ratones deficientes en CD81 presentan un desarrollo de las células T y B 
normal, aunque la expresión de CD19 es baja y las células B-1 están reducidas en 
número. La proliferación de las células T, en respuesta a la ligación del receptor de 
células T, está aumentada en estos animales, mientras que la proliferación de las células 
B, en respuesta a la ligación del receptor de células B, está severamente inhibida. A 
pesar de estas alteraciones en proliferación, tanto la fosforilación en tirosina como el 
flujo intracelular de calcio, en respuesta a la ligación de los receptores T y B es normal 
[115]. El aumento de calcio intracelular en respuesta a la ligación de CD19, en cambio 
está afectado en estos animales, seguramente como consecuencia de sus bajos niveles de 
expresión. Estos resultados indican que CD81 es importante para la señalización de 
CD19 y la función de las células B [116]. Otros estudios indican que los ratones 




estimulan la respuesta T cooperadora 2. Asimismo la producción de interleuquina-4 
específica de antígeno, está reducida en el bazo y los nódulos linfoides de estos 
animales [117]. 
1.8.3. Drosophila. 
 Las motoneuronas de organismos carentes de la proteína Tetraspan "late 
bloomer" son deficientes en diferenciación a nivel de formación de sinapsis 
neuromusculares [14]. 
 
1.9. LAS TETRASPAN COMO MARCADORES DE PRONÓSTICO EN 
CÁNCER 
Algunos antígenos como CO-029 y SAS fueron identificados en tumores [118, 
119]. 
SAS, uno de los miembros más divergentes de la familia Tetraspan, en cuanto a 
secuencia de aminoácidos y organización genómica, es un antígeno frecuentemente 
amplificado en sarcomas humanos [119]. 
En general la pérdida de expresión de estos antígenos se ha relacionado con mal 
pronóstico. 
CO-029 se expresa en carcinomas gástricos, colon, rectal y páncreas, pero no en 
tejidos normales [118]. En carcinoma hepatocelular (HCC), CO-029 está sobre-
expresado en carcinomas invasivos, mientras que los antígenos CD9 y CD82 presentan 
una disminución de sus niveles de expresión en dichos tumores [120]. 
El antígeno CD82 ha sido ampliamente estudiado en varios tumores como 
próstata, esófago y gástrico, pancreático y cáncer de pulmón no microcítico. 
En carcinoma de pulmón no microcítico [121] y próstata, la expresión del 
antígeno CD82 es un marcador de buen pronóstico. La expresión de este antígeno es 
baja en biopsias humanas de tumores metastásicos, mientras que en tumores no 
metastásicos los niveles se mantienen [99, 121], [122]. En próstata, la pérdida de 
expresión no es ni por mutación ni por pérdida alélica. Se postula que el efecto sea a 
nivel de mRNA, estando implicados procesos como  metilación [122]. En cambio, en 
cánceres gástricos y de esófago o páncreas, CD82 no es un marcador de pronóstico, a 
pesar de que en páncreas, que no expresa CD82 en condiciones normales, los niveles de 
RNA mensajero codificante para CD82 aumentan en la mayoría de los tumores 
primarios, con niveles variables de expresión, existiendo un descenso de expresión en 




expresión de CD82 no varían, indicando que el antígeno CD82 no está implicado en el 
desarrollo de dichas enfermedades [124].  
CD63 es un antígeno que no se expresa en melanocitos normales, pero sí en los 
primeros estadios de melanoma, estando reducida o ausente su expresión en las 
metástasis [100, 125, 126], lo cual indica que CD63 tiene un papel como gen supresor 
de tumores en melanoma humano, actuando como factor bloqueante de la invasión y 
progresión del tumor. 
 CD9 es un marcador de pronóstico en carcinomas de mama [127] y de pulmón 
no microcítico [128, 129], en los cuales, bajos niveles de expresión correlacionan con 
mal pronóstico. CD9 es asimismo un marcador del 90% de las leucemias linfoblásticas 





1.10. ASPECTOS GENERALES DE LAS QUINASAS ACTIVADAS POR 
MITÓGENOS (MAPK) 
Las MAPK son enzimas conservadas evolutivamente. Responden a estrés físico 
y químico, controlando supervivencia y adaptación y están implicadas en procesos de 
crecimiento y diferenciación. Su actividad está regulada a través de cascadas 
compuestas por MAPK, MAPK quinasa, (MAPKK, MKK o MEK), y las MAPKK 
quinasa o MEK quinasas (MAPKKK o MEKK). Estos módulos pueden ser activados 
por STE20 quinasas o proteínas de unión a GTP monoméricas, siendo desactivadas por 
MAPK fosfatasas [130]. 
En mamíferos existen tres grupos  de MAPK: ERK, p38 y JNK. ERK y p38 
están relacionados con MAPK encontradas en levaduras y contienen los mecanismos de 
fosforilación duales Thr-Glu-Tyr y Thr-Gly-Tyr respectivamente. Las JNK han sido 
descritas en mamíferos y se fosforilan en el motivo Thr-Pro-Tyr [131]. 
Las MAPK participan en multitud de procesos celulares como son 
diferenciación celular, motilidad, proliferación y apoptosis. ERK 1 y 2 se han 
relacionado preferentemente con proliferación y diferenciación, y JNK y p38, 
preferentemente con respuestas a estrés como inflamación y apoptosis, aunque hay 
excepciones, y tanto JNK como p38 pueden mediar proliferación [132, 133]. 
En mamíferos se expresan al menos cuatro grupos de MAPK: quinasas 
relacionadas con señales extracelulares (ERK 1 y 2), quinasas N-terminales de c-Jun 
(JNK 1, 2 y 3), p38 (p38α, β, γ, δ), y ERK 5. Estas a su vez son activadas por MAPKK 
específicas: MEK 1 y 2 para ERK 1 y 2 , MKK 3 y 6 para p38, MKK 4 y 7 (JNKK 1 y 
2) para JNK y MEK 5 para ERK 5. Cada MAPKK puede ser activada por más de una 
MAPKKK, aumentando la complejidad y la diversidad de las señales. Es posible que 
cada MAPKKK sea responsable de la respuesta a estímulos específicos [130]. Así, c-
Raf,  es el responsable de la respuesta de ERK 1 y 2 frente a factores de crecimiento, 
mientras que otras MAPKKK deben activar ERK 1 y 2 en respuesta a estímulos 
proinflamatorios [130]. MEKK 1  participa en la activación de JNK en células madre 
embrionarias o en fibroblastos por agentes desorganizadores de microtúbulos, agentes 
proinflamatorios y factores de crecimiento [134, 135], mientras que participa en la 
activación de JNK por TNF e IL-1 en células madre embrionarias, pero no en 




































Figura 9. Módulos de activación de las MAPK en mamíferos. Los módulos de MAPK se componen de 
MAPKKK, MAPKK y MAPK. Las GTPasas de la familia Ras y Rho transducen las señales 
extracelulares a la cascada de señalización de las MAPK. Las MAPKKK activadas, pueden a su vez 
activar una o varias MAPKK; sin embargo, las MAPKK son relativamente específicas para las MAPK. 
Una vez activadas, las MAPK fosforilan factores de transcripción, los cuales controlan procesos como 
crecimiento, diferenciación y apoptosis. 
 
1.10.1. Organización temporal de los módulos de MAPK. 
La organización temporal de las MAPK puede dar lugar a diferentes respuestas. La 
activación sostenida de ERK, en células PC12, da lugar a diferenciación celular, 
mientras que el crecimiento celular viene dado por su activación transitoria [136]. En 
cambio, en fibroblastos NIH3T3, la activación prolongada de ERK da lugar a 
crecimiento y transformación celular [137]. Las respuestas parecen ser, por tanto, 
dependientes del tipo celular [133]. JNK también parece responder de manera 
dependiente del tiempo de activación. En células T, frente a diversos estímulos como la 
ligación de CD28, ésteres de forbol, radiaciones o ionóforos, una activación sostenida 
conduce a apoptosis, mientras que una activación transitoria induce proliferación [138] 
El hecho de que la activación de MAPK sea persistente o transitoria depende 
tanto de la acción de fosfatasas como del estado de activación de moléculas anteriores 
en la vía.  
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La regulación por fosfatasas comprende fosfatasas duales y serina/treonina 
fosfatasas. Entre las primeras están MAPK fosfatasa 3 (MKP3), que inactiva 
selectivamente a ERK; M3/6, exclusiva de SAPK; o MKP1 y MKP-2, las cuales 
defosforilan a ERK, JNK y p38.  MKP-1, MKP-4 y MKP-5 pueden defosforilar a p38α 
y p38β [139, 140], mientras que p38γ y p38δ son resistentes a todos los miembros de la 
familia [141]. Las fosfatasas duales están restringidas a diferentes compartimentos. Así, 
MKP-1 localiza en el núcleo y MKP-3 localiza en el citoplasma [133]. Las 
serina/treonina fosfatasas, como PP1 y PP2A, regulan las cascadas de MAPK, 
presumiblemente por defosforilación de MEK y Raf, y PP2C tienen un importante papel 
en la regulación de la vía de señalización de HOG1 (homólogo de p38 en levaduras) 
[142]. 
Respecto a los elementos anteriores en la vía, parece que en las células PC12, la 
activación persistente de ERK se debe a Rap-1 [143], mientras que en la activación 
temprana interviene Ras. 
  
1.10.2. Especificidad en la función y activación de MAPK.  
La especificidad en las cascadas de las MAPK está determinada por varios 
mecanismos: [130]:  
1.- Proteínas “scaffold” que organizan los tres componentes de la cascada y sus 
elementos anteriores en un módulo específico (Figura 10). En mamíferos, se han 
identificado JIP1 y MP1, implicadas en la activación de las cascadas de JNK y ERK 
respectivamente. Ambas proteínas operan, sin embargo, de un modo diferente. Mientras 
que JIP1 interacciona con JNK, MKK 7, MLK-1 y DLK [144], MP1 se asocia 
selectivamente a con ERK 1 y MEK 1, pero no con Raf y Ras (Figura 10 A, B). Esta 
última parece ser muy específica para ERK 1, ya que no se une a ERK 2 y MEK 2 [133, 
145]. 
2.- Interacción física secuencial entre miembros de una cascada. Las 
interacciones proteína-proteína de cada módulo respectivo de MAPK dirigen la 
formación de complejos de señalización.  La interacción de cada elemento se rompe con 
la activación de la quinasa consecutiva. En la cascada de ERK, Ras-GTP y Raf  
interaccionan a través del dominio efector de Ras y el dominio de unión a Ras de Raf 
(Figura 10 A). A su vez las MEKs se unen a Raf, y las ERKs se unen a los dominios N-
terminales de MEK. Interacciones similares han sido descritas para el activador de JNK, 




Teóricamente estas interacciones son suficientes para formar un complejo de 
señalización, haciendo que proteínas "scaffold" sean innecesarias en mamíferos, al 
contrario de lo que ocurre en levaduras (Figura 10 A, C). Mientras que las proteínas 
“scaffold” aumentan la especificidad a expensas de la amplificación, las interacciones 
secuenciales aportan amplificación sin sacrificar la especificidad [146]. Ambos 
mecanismos podrían operar en paralelo, dando lugar a una activación diferencial de las 
mismas MAPK en respuesta a diferentes estímulos. 
3.- Señales autocrinas negativas y positivas mediadas por la regulación indirecta 
de la expresión, tanto de ligandos como de inhibidores de los receptores de membrana 
implicados en su cascada de señalización [147].  
4.- Interacciones enzima-sustrato. En las cascadas de señalización de las MAPK, 
cada enzima por debajo de la vía, sirve de sustrato a la quinasa inmediatamente 
superior, de manera que las interacciones enzima-sustrato juegan un papel importante en 
la transmisión de la señal y ofrecen la posibilidad de crear especificidad [133]. Las 
MAPK interaccionan de forma bipartita con sus sustratos. La especificidad de las 
interacciones de las MAPK, es una combinación, tanto  de la especificidad intrínseca de 
la región catalítica, por las serinas y treoninas con una prolina en la posición +1, como 
de dominios que determinan la estabilidad de la unión de la enzima con el sustrato 
[148], [133]. 
5.- Localización espacial de las moléculas. La disposición de las moléculas de la 
vía en distintas localizaciones celulares modula su función. Así, MKK 4 y MKK 7 
localizan tanto en el núcleo como en el citoplasma, a diferencia de los activadores de 














Figura 10. Interacciones enzima-sustrato y proteínas (“scaffolds”) en mamíferos. En las cascadas de 
MAPK en mamíferos, las interacciones secuenciales entre los elementos de la vía hacen prescindible la 
participación de proteínas “scaffold” (A, C); no obstante, se han descrito proteínas “scaffold” en 



























1.11. QUINASA N-TERMINAL DE c-Jun, JNK. 
JNK fue identificada y purificada [149] como la proteína asociada a 
microtúbulos p54 activada por cicloheximida. Posteriormente se describió que esta 
proteína se unía al dominio amino terminal de activación de c-Jun y que fosforilaba a 
ésta en las serinas 63 y 73 [150, 151]. JNK es una MAPK perteneciente al subgrupo de 
SAPK o proteínas quinasas de  respuesta a estrés. Además de fosforilar a c-Jun en 
aminoácidos específicos, JNK fosforila a otras proteínas AP-1 como son JunB, JunD, y 
ATF-2 [131]. 
Las JNK están codificadas por tres genes. JNK1 y 2 se expresan ubicuamente, 
mientras que JNK3 se expresa en el cerebro, corazón y testículos. Estos genes sufren 
procesamientos alternativos que dan lugar a diez isoformas distintas, cuatro para JNK1, 
cuatro para JNK 2, y dos para JNK3 [152]. 
 
1.11.1. Mecanismos de activación de JNK. 
JNK es activada por 2 quinasas duales, MKK4 (SEK1) y MKK7 (Figura 11), 
que a su vez constan de varias isoformas creadas por procesamientos alternativo. 
Existen diferencias en cuanto a los estímulos que regulan estas dos proteínas, de manera 
que, MKK4 se activa preferentemente por estrés, mientras que MKK7 se activa 
preferentemente por citoquinas [131].  
Se han identificado varias MAPKKK (MKKK o MEKK) en la ruta de 
señalización de JNK, como son, MEKK1, MUK/DLK, MLK3/SPRK, TAK,Tpl-1/2, 
ASK1, MEKK2, MKK3, MKK4/MTK1, MAPKKK5/MEKK5 y MST/MLK2. Todas 
estas fosforilan a MKK4 y MKK7 [152], (Figura 11).  
Otras proteínas como las homólogas de Ste 20, PAK( quinasa activada por p21), 
GCK (quinasa de los centros germinales), HPK (quinasa de la progenie 
hematopoyética), NIK (proteína que interacciona con Nck), KHS (quinasa homologa de 
SPS1/Ste 20) y GLK (quinasa similar a GCK), activan la ruta de JNK. PI 3K activa 
JNK por receptores acoplados a proteínas G o receptores con actividad tirosina quinasa 
[152]. Las proteínas TRAF y Daxx participan en la activación de JNK mediada por 


































Figura 11. Cascadas de señalización de JNK. JNK es activada por multitud de estímulos extracelulares 
como factores de crecimiento, estímulos inflamatorios o señales de estrés. Dichos estímulos, a través de 
proteínas adaptadoras (gris) y proteína quinasas (gris y rojo), activan a proteínas G monoméricas (malva), 
las cuales se encargan de transducir la señal a las MAPKKK que activan la vía de señalización de JNK 
(rojo), como MEKK 1/4, TAK 1 o ASK 1. Una vez activadas, éstas traducen la señal a JNK, la cual 
fosforila y activa diversos factores de transcripción (azul). Las fosfatasas, que inactivan a las MAPK 
provocando la vuelta al estado basal inactivo, se indican en verde.  
 
1.11.2. Factores de transcripción activados por JNK. 
JNK fosforila el dominio de activación transcripcional de ATF-2 y ATFa, c-Jun, 
Jun-D, Elk-1 y Sap-1. La fosforilación de estos factores de transcripción aumenta su 
capacidad transcripcional. JNK también regula la expresión génica por otros 
mecanismos como son regulación de la estabilidad proteica y transporte al núcleo. JNK 
aumenta la estabilidad proteica de c-Jun, por fosforilación de los residuos 63 y 73, 






















su acumulación. JNK regula el transporte nuclear de ciertos factores de transcripción, 
como NFAT-4 cuya fosforilación por JNK ocasiona su salida del núcleo, inhibiendo así 
su capacidad transcripcional [152], (Figura 11). 
  
1.11.3. Funciones mediadas por la activación de JNK. 
JNK está implicada en numerosos procesos como inflamación, apoptosis, 
supervivencia, crecimiento, desarrollo tumoral y morfogénesis. 
 
1.11.3.1. Supervivencia y apoptosis. 
JNK ha sido implicada en inducción de apoptosis en múltiples sistemas, frente a 
varios estímulos como cis-platino, radiaciones ultravioleta y gamma, calor, ceramida, 
TNF y Fas [138, 153-157]. 
JNK ha sido mecanísticamente implicada en inducción de apoptosis. En células 
mieloides humanas, oligonucleótidos antisentido para JNK inhiben la apoptosis 
producida por drogas anticancerígenas [158], y en células procedentes de un 
neuroblastoma, la apoptosis mediada por Fas, requiere la activación de JNK [157], 
(Figura 11). Sin embargo, en algunas ocasiones no existe buena correlación entre la 
activación de JNK y la inducción de apoptosis por la vía de Fas. Esto es lo que sucede 
en células T, donde la inhibición de JNK no bloquea la apoptosis mediada por Fas [138, 
159].  
La activación de JNK durante la apoptosis puede ser debida, tanto a una 
respuesta temprana  de protección frente a estrés, como a que esta proteína media los 
procesos de apoptosis en respuesta a estrés. Es posible que JNK inicie la reparación de 
ADN después de un daño [160].  
El mecanismo por el cual JNK induce apoptosis por estímulos como radiación  
ultravioleta, implica la disminución del potencial de membrana mitocondrial, proceso 
tardío en la inducción de apoptosis, que depende de la activación de caspasas. 
Asimismo, media un proceso mitocondrial temprano en la respuesta frente a la 
activación de JNK, la salida de citocromo C, posiblemente a través de la fosforilación 
de c-Jun [161], a pesar de que la apoptosis mediada por radiación ultravioleta no 
requiere transcripción génica [162].  
JNK no es necesaria para la apoptosis mediada por receptores de muerte que 
dependen de la caspasa-8, pero se requiere para la apoptosis inducida por estrés mediada 




La mayoría de los estímulos que activan JNK, no obstante, no producen 
apoptosis. Aunque TNF es un potente activador de JNK, en la mayoría de las ocasiones 
sólo produce apoptosis cuando las células han sido tratadas previamente con 
cicloheximida o actinomicina D. En otros estudios, la activación de JNK se ha descrito 
incluso como protectora frente a apoptosis. Tal es el caso de un estudio en timocitos, 
donde la activación de JNK protege frente a la apoptosis mediada por CD3 y CD95 
[163], y en cultivos primarios de fibroblastos, la vía de señalización de JNK está 
implicada en la supervivencia celular, mediada por la interacción de integrinas con 
fibronectina, en ausencia de suero [164]. 
El hecho de que JNK produzca respuestas tanto apoptóticas como anti-
apoptóticas, incluso en el mismo tipo celular, puede ser debido a que diferentes 
isoformas tengan distintas funciones o a que los efectos biológicos inducidos por JNK 
dependan del estado de activación de otras rutas, siendo la acción de JNK más 
permisiva que inductora [152]. Esto puede ser debido a que se activen simultáneamente 
mecanismos de supervivencia [131]. También se ha propuesto que el tiempo de 
activación de JNK determine el tipo de respuesta. Así, una activación sostenida está 
relacionada con apoptosis, mientras que una activación transitoria se relaciona con 
supervivencia [165].  
 
1.11.3.2. Proliferación. 
 Existen estudios en los cuales JNK media proliferación en respuesta a 
interleuquinas, al mismo tiempo que parece no mediar la apoptosis inducida por 
ceramida. En células pre-B BAF3, que sufren apoptosis en respuesta a tratamiento con 
ceramida o deprivación de IL-3, si son transfectadas con la fosfatasa M3/6, la 
estimulación de JNK mediada por ceramida resulta bloqueada, mientras que la apoptosis 
mediada por ceramida o por deprivación de IL-3 ocurre normalmente. La proliferación 
en respuesta a tratamiento con IL-3, sí resulta en cambio inhibida. En este sistema, por 
tanto, JNK parece estar mediando proliferación, y no ser requerida, en cambio, para 
apoptosis [132]. Por otro lado, JNK estimula la proliferación de linfocitos T, al inducir 
la expresión de IL-2 [166]. 
 
1.11.3.3. Migración. 
 JNK es requerida para migración en respuesta a factores de crecimiento [167] y 





La activación de JNK media el proceso inflamatorio a distintos niveles. El 
proceso inflamatorio inducido por tratamiento con citoquinas, como TNF-α o IL-1, está 
mediado por JNK a través de las proteínas adaptadoras TRAF, que a su vez activan a 
MKK-1 [131], (Figura 11). Asimismo JNK es activada durante la coestimulación de las 
células T, contribuyendo a la secreción de IL-2 y la proliferación de los timocitos, y 
durante el programa de diferenciación que lleva a la formación de células Th1 y Th2 
efectoras. Por otro lado, JNK coopera con p38 durante la inducción de la expresión de 
E-selectina en linfocitos activados con TNF-α, permitiendo la extravasación de los 
linfocitos en las zonas de daño tisular [152].  
 
1.12. QUINASA ACTIVADA POR ESTRÉS, p38. 
 p38 es una MAPK perteneciente al grupo de las SAPK o quinasas de respuesta a 
estrés. La isoforma p38α (p38) fue aislada como una proteína de 38 Kda, que resultaba 
rápidamente estimulada en respuesta a LPS [170, 171]. Asimismo fue purificada y 
clonada como una molécula que se unía a los derivados de piridinil imidazol, sustancias 
que inhiben la producción de citoquinas proinflamatorias [172]. En mamíferos han sido 
clonadas otras tres proteínas homólogas a p38, p38β, p38γ (ERK 6 o SAPK3) y p38δ 
(SAPK 4). p38α y p38β se expresan ubícuamente [173], mientras que p38γ se expresa 
predominantemente en músculo esquelético [174] y p38δ se expresa en pulmón, riñón, 
testículos, páncreas e intestino [175]. 
 
1.12.1. Mecanismos de activación de p38. 
 Los estímulos extracelulares que activan p38 son inflamatorios, como LPS 
[171], TNF [176] o trombina [177]. Factores de crecimiento, como el factor estimulante 
de colonias monocito-macrófago (GM-CSF) [178], factor de crecimiento de fibroblastos 
[179], eritropoyetina [180], IL-2 [181], factor de crecimiento del endotelio vascular 
(VEGF) [182] o factor de crecimiento derivado de plaquetas [183]. Otros estímulos que 
activan p38 son el factor de crecimiento transformante (TGF-β) [184], choque térmico 
[185] e isquemia [186], (Figura 12). La activación de p38 depende del tipo celular; así, 
la insulina activa p38 en adipocitos 3T3-L1 [187], pero inhibe su actividad en neuronas 
de pollo [188].  
Como todas las MAPK, p38 resulta activada por quinasa duales, las MAPKK 




activa sólo p38α, p38γ y p38δ [189]. MKK4 activa p38α y p38δ [173] y MKK7 activa 


























Figura 12. Vías de señalización de p38. p38 es activada por estímulos proinflamatorios como 
citoquinas, factores de estrés y factores de crecimiento. Dichos estímulos conducen a la fosforilación y 
activación de las MKKK que activan a p38 como MEKK1-4, MLK o TAK, a través de las MKK 3 y 6, 
principalmente. La estimulación de p38 conduce a la activación de numerosos factores de transcripción.  
Las quinasas y proteínas adaptadoras en la membrana se indican en gris, rojo o amarillo, las proteínas G 
monoméricas en malva. La cascada de las MAPK se indica en rojo. Otras proteínas citosólicas y 























Otras proteínas por encima de p38 en la cascada de activación son las MKK 
quinasas (MAP3K), (Figura 12). MTK1, MLK2/MST, MLK3/PTK/SPRK, 
DLK/MUK/ZPK, ASK1/MAPKKK5 y TAK activan tanto a p38 como a JNK, lo cual 
puede justificar que ambas moléculas resulten a menudo coactivadas [141]. La 
activación de cada una de ellas es dependiente del estímulo. Así, MTK1 media las 
señales de estrés pero no de citoquinas [191]. 
 
1.12.2. Sustratos de p38. 
 La proteína activada por Map quinasa 2 (MAPKAP-K2 ó M2) [192, 193] y M3 
[193] son activadas por p38. M2 es requerida para la activación traduccional de TNFα e 
IFNγ [194]. M2 y M3 tienen varios sustratos como la proteína de choque térmico 
HSP27 [195], (Figura 12), la proteína de unión al elemento de respuesta a AMP cíclico 
(CREB) [179] o ATF 1 [179]. Otras proteínas por debajo de p38 son MNK 1, que es 
fosforilada por p38 y ERK 1 pero no por JNK [196, 197], (Figura 12). Dicha proteína 
fosforila al factor de iniciación eucariota 4E (eIF-4E), lo cual sugiere un vínculo 
potencial entre la activación de MAPK y el inicio de la traducción [196]. PRAK, 
quinasa activada/regulada por p38, es una proteína activada por estrés, que puede ser 
fosforilada por p38α y p38β [198]. La quinasa activada por estrés y por mitógenos, 
(MSK/RSK-B/RLPK) es activada por p38α [199], (Figura 12). 
 
1.12.3. Factores de transcripción activados por p38. 
 Numerosos factores de transcripción son fosforilados, y consecuentemente 
activados por p38, como ATF-2 [200], ATF-1 [179], proteína accesoria a  SRF 1 
(Sap1); CHOP, gen 153 inducible por daño al ADN y parada de ciclo, implicado en la 
regulación de crecimiento y diferenciación [201]; p53; C/EBPβ, implicado en la 





La activación de p38 induce la expresión de citoquinas proinflamatorias como 
IL-1β, TNF-α, IL-6 [203], IL-12 o IFN-γ [204]; expresión de enzimas como iNOS [205, 




La estimulación de leucocitos por citoquinas proinflamatorias da lugar a la 
activación de p38 [207]. En general, en células inflamatorias, hay dos mecanismos 
distintos que dan lugar a la activación de p38, uno vía MKK4, regulado por Rac/Cdc 42, 
que no puede ser activado por TNF-α [208], y otro, dependiente de MKK3 y MKK6, 
activado por TNF-α, que no depende de Rac/Cdc 42 [209], (Figura 12). 
p38 regula la localización de los linfocitos en los sitios de daño celular en 
numerosos pasos, como la inducción de E-selectina en células endoteliales. La 
generación de citoquinas inflamatorias da lugar a la producción de quimioquinas por 
parte de células endoteliales e infiltradas. La expresión de la quimioquina IL-8 en 
neutrófilos requiere de la estimulación de p38 por parte de TNF-α, GM-CSF y LPS. p38 
está también implicado en la expresión de moléculas de adhesión como integrina αmβ2, 
y VCAM-1 a nivel post-transcripcional [207]. 
 
1.12.4.2. Apoptosis. 
p38 funciona por encima y por debajo en la activación de caspasas. Inhibidores 
de caspasas bloquean la activación de p38 por coligación de Fas [210], y la sobre-
expresión de MKK6 constitutivamente activa induce activación de caspasas y muerte 
celular [211]. 
La implicación de p38 en apoptosis es dependiente tanto del estímulo como del 
tipo celular. p38 media la apoptosis de fibroblastos, células endoteliales y diversas 
líneas celulares producida por diversos estímulos; sin embargo, la activación de p38 en 
las células Jurkat, por ligación de Fas, no es requerida para la apoptosis [141]. 
 
1.12.4.3. Proliferación. 
p38 regula la proliferación y diferenciación de células del sistema inmune por 
GM-CSF, CSF, EPO, CD40 e interleuquinas [141]. En linfocitos B la ligación de CD40 
induce estimulación de p38 y MAPKAPK-2, dando lugar a proliferación celular e 
inducción de la expresión de ICAM [207], y en linfocitos T, el tratamiento con IL-2 e 
IL-7 activa p38, e induce proliferación [207]. No obstante, la mayoría de las evidencias 
sugieren un papel negativo para p38 en proliferación celular [212]; así, la sobre-
expresión de p38α en levaduras da lugar a disminución de la velocidad de crecimiento 
[213]. En mamíferos, el tratamiento de neuronas fetales con insulina causa la inhibición 
de p38 [188], y la microinyección de Cdc 42, en las células NIH 3T3, causa la parada 




p38 bloquea la transcripción de la ciclina D1, bloqueando la progresión del ciclo [215], 
y es activada durante el punto de chequeo del ensamblaje del huso mitótico [216]. 
 
1.12.4.4. Diferenciación. 
p38 está implicado en la diferenciación de numerosas líneas celulares a 
adipocitos, neuronas o miotubos [141]. 
 
1.13. QUINASA ACTIVADA POR ESTÍMULOS EXTRACELULARES, ERK. 
 El subgrupo de las MAPK, ERK, fueron originalmente identificadas como 
proteínas fosforiladas que interaccionaban con la proteína asociada a microtúbulos-2 en 
respuesta a la activación de receptores con actividad tirosina quinasa [217]. 
Tres ERKs han sido clonadas, ERK1, ERK2 y ERK3. La proteína de 44 Kda 
ERK1 (también denominada p44 MAPK) y la proteína de 42 Kda ERK2 (o p42 MAPK) 
son los únicos sustratos establecidos de MEK [218, 219]. Las ERKs comparten 
secuencia de fosforilación con JNK y p38, por lo que existe un potencial cruce de 
señalización entre ellas [217]. 
 
1.13.1. Mecanismos de Activación de ERK. 
La quinasa regulada por estímulos extracelulares, ERK, resulta activada por 
estímulos como factores de crecimiento, la ligación de receptores acoplados a proteínas 
G triméricas y activación de integrinas por unión a proteínas de la matriz extracelular. 
[156]. 
La activación de ERK por ligación de integrinas está mediada por la quinasa de 
adhesión focal, FAK, la cual mediante autofosforilación crea un sitio de unión para el 
dominio SH2 de Src. Ésta a su vez fosforila a FAK en un segundo sitio, que sirve de 
unión a GRB-2-SOS, dando lugar a la activación de la vía de ERK [156], (Figura 13). 
La activación de ERK mediada por Receptores acoplados a proteínas G 
triméricas está mediada por la liberación de la subunidad βγ, que da lugar a la 
fosforilación en tirosina de Shc, lo que ocasiona la incorporación al complejo de Grb2-






























Figura 13. Mecanismo de activación de la vía de ERK. La vía de señalización de ERK se activa por 
ligación de receptores de factores de crecimiento con actividad tirosina quinasa, acoplados a proteínas G e 
integrinas. Los receptores de factores de crecimiento una vez activados se autofosforilan formando 
dímeros que reclutan proteínas que transducen la señal a ERK1/2. Los receptores de membrana acoplados 
a proteína G activados transducen la señal a la vía de señalización de ERK a través de la subunidad βγ. 
Las integrinas activan a ERK a través de FAK. 
 
1.13.2. Sustratos de ERK. 
ERK fosforila a factores de transcripción como Elk-1 [220], TAL1 [221], SAP-
1a, c-Myc y el receptor de estrógenos; otras proteínas nucleares como RNA polimerasa 
II [222] y proteínas citoplásmicas como el factor de traducción, PHAS-I/eIF4E-BP 
[223], (Figura 14); proteínas implicadas en fosforilación/defosforilación como la 
quinasa S6 de p90 ribosomal [224]; y la proteína fosfatasa 2C [225]. También fosforilan 
otras proteínas de señalización como fosfolipasa A2 [226] y tirosina hidrolasa [227]. 
Otros sustratos de las ERKs son proteínas estructurales como la proteína básica de la 
mielina [228] y la proteína asociada a microtúbulos-2 [229]. 
 
1.13.3. Factores de Transcripción Activados por ERK. 
Los factores de transcripción activados por ERK son miembros de la familia 
TCF como Elk1 y SAP1, Ets1 y Ets2, y CREB, cuya fosforilación depende de la 
proteína activada por ERK, RSK2 [230], (Figura 14). La fosforilación de Elk-1 por 























































Figura 14. Vías de señalización de ERK. ERK es activada por multitud de estímulos extracelulares 
como factores de crecimiento o proteínas de Matriz Extracelular. Dichos estímulos conducen a la 
fosforilación y activación de las MAPKKK que activan a ERK como B-Raf y c-Raf, u otras quinasas 
como PKC, las cuales son activadas como consecuencia de la activación de proteínas G monoméricas 
como Rap-1 o Ras. La estimulación de ERK conduce a la activación de numerosos factores de 
transcripción. Las quinasas se indican en gris y rojo. Las proteínas adaptadoras se indican en amarillo y 
las proteínas G monoméricas en malva. La cascada de las MAPK se indica en rojo. Las fosfatasas se 
indican en verde y los factores de transcripción en azul. 
 
1.13.4. Funciones mediadas por la activación de ERK. 
La vía de señalización de ERK fue la primera vía de señalización de MAPK 
estudiada en mamíferos. La activación de la vía Ras/Raf/MEK/ERK gobierna los 






















Las MAPK de la subfamilia ERK son potentemente activadas por factores de 
crecimiento que se unen a receptores de membrana celular con actividad quinasa [232], 
(Figura 13). La ligación del receptor provoca dimerización y autofosforilación del 
dominio citoplásmico, lo que provoca la captación de moléculas adaptadoras con 
dominios SH2 como Grb2 o Shc [233]. A continuación, otras moléculas entran a formar 
parte del complejo, como Sos, intercambiador de nucleótidos de guanina, que activa a 
Ras [234]. Una vez activada, Ras se une a Raf-1, que es translocado a la membrana 
[235]. Si bien la translocación de Raf-1 es necesaria para su activación, no es suficiente, 
y se requiere un segundo paso consistente en su fosforilación por proteínas con 
actividad tirosina quinasa no receptoras, de la familia Arc [236, 237]. Una vez activada, 
Raf-1 fosforila y activa a las MAPKK, MEK-1 y MEK-2 [238, 239]. Tanto MEK-1 
como MEK-2 pueden activar a ERK-1 y ERK-2 por fosforilación [240]. Ambas son 
muy específicas para ERK siendo éstas sus únicos sustratos. Una vez activadas, una 
fracción de las ERKs es translocada al núcleo donde ejercen su función de activación 
transcripcional [241], (Figura 13). 
Por otro lado, ERK activada fosforila a Sos, Raf-1 y MEK promoviendo su 
vuelta al estado inactivo. [242-244]. 
Además de Raf-1, otras MAPKKK que activan a MEK son Mos, serina/treonina 
quinasa que regula la meiosis durante el desarrollo de las células germinales [245], y 
Tpl-2, que regula el ciclo celular en linfocitos T [156].  
 
1.13.4.2. Diferenciación. 
La estimulación sostenida de ERK se relaciona con diferenciación, mientras que 
la activación transitoria se relaciona con proliferación [136]. Así, la estimulación de 
ERK por factores de crecimiento como EGF se relaciona con proliferación en 
fibroblastos, mientras que en células PC12, la fosforilación de ERK en respuesta a 
NGF, da lugar a parada de crecimiento y diferenciación a fenotipo neuronal.  
 
1.13.4.3. Migración. 
La interacción celular con proteínas de la matriz extracelular o la interacción de 
los factores de crecimiento con sus receptores, activan ras y la vía de ERK. En células 
sembradas sobre múltiples sustratos, ERK 1 y ERK 2 promueven la migración celular 





Muchos son los estímulos proinflamatorios que activan a ERK1,2, como el 
factor estimulante de colonias granulocito-macrófago (GM-CSF), interleuquina-8, o 
forbol miristato acetato (PMA). La ligación de P o L Selectina a PSGL-1 (P-selectina 
glicoproteína ligando 1), provoca la secreción de IL-8 por parte de los leucocitos, 
proceso que es regulado por ERK [207]. 
 
1.13.4.5. Apoptosis. 
En numerosas ocasiones ERK es inhibida en la inducción de apoptosis. En las 
células PC12, el factor de crecimiento nervioso, NGF, causa apoptosis y activa p38 y 
JNK junto con la inhibición de ERK [247]. No obstante, en otras ocasiones la activación 
de ERK va unida al desencadenamiento de apoptosis; así, en células B humanas, la 
activación de JNK por CD40 previene la apoptosis, mientras que la activación de ERK 
por ligación de IgM causa apoptosis [248]. 
 
1.14. ACTIVACIÓN DE JNK Y ERK MEDIADA POR INTEGRINAS. 
La señalización de las integrinas presenta patrones comunes a todas, y señales 
que son específicas de un grupo de integrinas. En progresión del ciclo celular, las 
integrinas α1β1, α5β1 y αvβ3 y α6β4 median la activación de ERK. Dicha activación es 
independiente de FAK y dependiente de Shc y Ras [249], (Figura 15). La estimulación 
combinada de Ras por integrinas asociadas a Shc y factores de crecimiento, es requerida 
para la progresión de la fase G1 del ciclo celular [249, 250]. Otras integrinas, como 
α2β1, α3β1, y α6β1, en cambio son incapaces de activar Ras [249]. Mientras que sólo 
un subgrupo de integrinas son capaces de activar la vía Shc-Ras-ERK, todas las 
integrinas son capaces de activar la vía FAK-PI3K-Akt, [251]. Las integrinas capaces de 
estimular Ras mediante Shc promueven proliferación y migración en respuesta a 
factores de crecimiento, mientras que aquellas incapaces de producir este efecto están 
implicadas en parada de ciclo celular, así como de protección frente a apoptosis por 
pérdida de adhesión (proceso mediado por FAK y PI 3K), o diferenciación [251]. No 
obstante, las integrinas son también capaces de promover progresión del ciclo celular, 
mediante la activación de JNK y c-Jun a través de FAK [252], (Figura 15). El 
mecanismo por el cual las integrinas activan JNK, parece consistir en que la activación 
de FAK causa su autofosforilación, la cual crea un sitio de unión para el dominio SH2 




sitio de unión para la proteína adaptadora Crk [254]. La forma en que Crk activa JNK se 

















Figura 15. Modelos de proliferación dependiente de adhesión. Las integrinas y los factores de 
crecimiento cooperan para activar las vías de JNK y ERK. Según Oktay 1999 (negro) la activación de 
JNK mediada por integrinas es un proceso común a todas ellas que requiere la fosforilación de FAK, 
mientras que sólo algunas integrinas activan ERK a través de Ras independientemente de FAK. Según 
Igishi 1999 (rojo), la activación de JNK mediada por integrinas requiere la presencia de FAK en 
membrana (myr-FAK, FAK miristoilada) y es independiente de su fosforilación. Asimismo proponen que 
la translocación de FAK a la membrana plasmática también activa a ERK a través de Ras.   
 
Otros autores [255], coinciden con los anteriores en que la activación de PI 3K, 
JNK y ERK mediada por la ligación de integrinas ocurre mediante tres mecanismos 
independientes, coincidiendo en que la activación de PI 3K mediada por FAK participa 
en la supervivencia en condiciones de pérdida de anclaje con la matriz extracelular. Sin 
embargo, discrepan en lo que respecta a la activación de JNK, inducida por ligación de 
integrinas, mediada por FAK. Estos autores proponen que el proceso requiere la 
translocación de FAK y paxilina a la membrana plasmática, siendo innecesaria la 
fosforilación de dichas proteínas. Una vez en membrana, proponen que la quinasa 
p95PKL interaccione con paxilina y con el factor intercambiador de nucleótidos de 
guanina para la familia Rho, PIX, provocando la translocación de PAK al complejo, 































Estos autores [255], también discrepan con los anteriores [252] en que para estos 
últimos, la activación de ERK mediada por Shc sí depende de FAK, siendo necesaria la 
translocación de ésta a la membrana plasmática, pero no su fosforilación en tirosina, al 
igual que ocurre para la activación de JNK mediada por FAK [255], (Figura 15). 
Finalmente, para ambos autores [252, 255], la activación de ERK y JNK 
























































1- Identificar las vías de señalización activadas por CD53 y 
determinar la implicación de las proteína quinasas activadas 
por mitógenos, MAPK. 
 
2- Estudio de la expresión de CD53 en células con similitudes 
funcionales a los macrófagos. 
 
3- Efectos fisiológicos mediados por CD53. Influencia de la 
ligación de CD53 sobre el ciclo celular: proliferación, 














































3. MATERIALES Y MÉTODOS 





El anticuerpo monoclonal que reconoce a CD53 humano, clon MEM53 [256], 
fue suministrado por Vaclav Horejsi (Instituto de Genética Molecular, Academia de 
Ciencias de la República Checa) o por Serotec, y fue empleado a una dilución 1:10 para 
inmunofluorescencia, 1:100 para "western blot" y a una concentración de 10 µg/ml para 
la estimulación de las células "in vivo". 
Los anticuerpos monoclonales que reconocen a CD53 humano: clones 202-24b (IgG1), 
161-2 (IgG2a) y 63-5A3 (IgG2b) fueron suministrados por el Doctor Ramón Vilella 
(Hospital Clínico, Universidad de Barcelona). Dichos anticuerpos se emplearon a una 
concentración de 10 µg/ml para estimulación celular "in vivo". 
El anticuerpo monoclonal que reconoce a la proteína CD53 de rata, clon MRC 
OX44 (Serotec), fue empleado a una concentración de 10 µg/ml para estimulación 
celular "in vivo" y a una dilución 1:50 para citometría de flujo, inmunofluorescencia e 
inmunohistoquímica. 
El anticuerpo policlonal que reconoce a Vav [257] fue suministrado por el 
Doctor Xose R. Bustelo (Centro de Investigación del Cáncer, Universidad de 
Salamanca-CSIC, Salamanca). Este anticuerpo se empleó a una dilución 1:200 para 
inmunoprecipitación y 1:1.000 para "western blot". 
El anticuerpo monoclonal que reconoce a CD3 humano, clon UCHT1 (Dako), se 
utilizó a una concentración entre 0.1-10 µg/ml para la estimulación celular "in vivo". 
El anticuerpo monoclonal anti fosfotirosina, clon PY99 (Santa Cruz 
Biotechnology), fue empleado a una dilución 1:1.000 para "western blot". 
El anticuerpo monoclonal que reconoce al epítopo HA (clon 16B12),  
suministrado por BabCO, fue empleado a una dilución 1:500 para inmunoprecipitación 
y a una dilución 1:1000 para "western blot".  
El anticuerpo monoclonal que reconoce a PCNA (Transduction Laboratories) se 
empleó a una dilución 1:5.000 para "western blot". 
El anticuerpo monoclonal que reconoce a PARP (Enzyme System Products) fue 
empleado a una dilución 1:5.000 para "western blot". 
El anticuerpo monoclonal que reconoce a β-actina, clon AC-15, fue suministrado 
por Sigma-Aldrich y fue empleado en "western blot" a una dilución 1:5.000. 
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El anticuerpo monoclonal que reconoce a ERK 1,2 fosforilada en la Tyr 204 
(clon E-4) y el anticuerpo policlonal que reconoce a ERK 1,2 (clon C-14), fueron 
suministrados por Santa Cruz Biotechnology y se emplearon a una dilución 1: 10.000  y 
1:5.000 respectivamente, para "western blot". 
Los anticuerpos que reconocen la cadena pesada de inmunoglobulina de ratón, 
conjugados con peroxidasa o biotina fueron suministrados por Amersham-Bioscience y 
se utilizaron a una dilución de 1:5.000 y 1:1.000 respectivamente.  
Los anticuerpos  monoclonales que reconocen IgG de ratón, conjugados con 
fluorocromos empleados para inmunofluorescencia fueron dos: el conjugado con FITC 
(Sigma), se utilizó a una dilución 1:100 para citometría de flujo y a una dilución 1:50 
para inmunofluorescencia, y el conjugado con CY2 (Amersham-Bioscience), se utilizó a 
una dilución 1:1000 para inmunofluorescencia;  
 
3.1.2. Enzimas. 
Las enzimas de restricción empleadas fueron suministradas por Amersham-
Bioscience e Invitrogen y la ligación de fragmentos de ADN se realizó con T4 ADN 
ligasa de Amersham-Bioscience.  
 
3.1.3. Productos radiactivos. 
 Los ensayos de incorporación de timidina al ADN se realizaron añadiendo al 
medio de cultivo celular timidina tritiada de New England Nuclear, y posteriormente se 
midió la actividad presente en los extractos con líquido de centelleo EcoscintTM A de 
National Diagnostics. 
En los ensayos de actividad quinasa se utilizó [γ32-P]ATP de Amersham-
Bioscience. 
 
3.1.4. Material de cultivo para células de mamífero. 
Los medios de cultivo RPMI 1640 y DMEM, los sueros de ternera (CS) y de 
ternera fetal (FBS), la mezcla de antibióticos penicilina/estreptomicina, la anfotericina 
B, la L-glutamina, la tripsina-EDTA y el colorante "tripan blue" fueron suministrados 
por Invitrogen. 
La insulina, transferrina, selenito sódico y la Colagenasa 1 A fueron 
suministrados por Sigma-Aldrich . 
Los medios Dulbecco y  PBS se prepararon en el laboratorio: 
Materiales y Métodos 
52 
Dulbecco: NaCl 137 mM, KCl 2,6 mM, Na2HPO4 4.8 mM, KH2PO4 1,5 mM, glucosa 
5,6 mM, pH 7.2.  
PBS: KH2PO4  1.5 mM,  Na2HPO4 8 mM, NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, pH 7.4. 
 
3.1.5. Material de cultivo para células procariotas. 
 Los medios de cultivo LB y LB-agar fueron preparados en el laboratorio. 
LB: bacteriotriptona 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%. 
LB-agar: medio LB + agar 2%. 
 
3.1.6. Productos químicos. 
 Las sales inorgánicas, ácidos, bases y compuestos orgánicos (metanol, glicerol, 
etanol y cloroformo) fueron suministrados por Merck. 
Los componentes de los medios de cultivo para bacterias (bacteriotriptona, agar 
y extracto de levaduras) fueron suministrados por Pronadisa y Difco. 
La geneticina (G418) para la selección de clones estables fue suministrada por 
Boehringer-Mannhein. 
Los reactivos para electroforesis, acrilamida, N,N’-metilen-bisacrilamida,  
dodecil sulfato sódico (SDS) y β-mercaptoetanol, fueron suministrados por Boehringer 
Mannheim. El N-N-N’-N’-tetrametil-etilendiamina (TEMED), el azul de Coomassie R-
250, fueron suministrados por Sigma-Aldrich y la agarosa fue suministrada por 
Pronadisa. Los marcadores de peso molecular “Benchmark prestained protein Ladder" y 
la Lipofectamina fueron suministrados por Invitrogen. 
Sigma-Aldrich suministró también otros compuestos como la ampicilina, el 
isopropil-β-D-tiogalacto piranósido (IPTG) el dimetilsulfóxido (DMSO), la 
seroalbúmina bovina fracción V (BSA), la anisomicina y la cicloheximida, el 
deoxicolato sódico, la lisozima, los inhibidores de proteasas (fenilmetanosulfonilo 
(PMSF), benzamidina, inhibidor de tripsina, pepstatina A, aprotinina y leupeptina), de 
fosfatasas (ortovanadato sódico y fluoruro sódico), los inhibidores de rutas metabólicas 
(bisindol-maleimida, wortmanina, genisteína, piceatanol, PD98059).  
Los detergentes Tritón X-100 y Brij 97 fueron suministrados por Bio-Rad y el 
Tween-20 fue suministrado por Merck. 
El gelvatol, empleado para el montaje de preparaciones de microscopía fue 
suministrado por Amersham-Bioscience. El colorante para tinción de ADN fluorescente 
DAPI fue suministrado por Boehringer-Mannhein. En inmunohistoquímica se 
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emplearon la hematosilina y la 3,3' diaminobencidina, ambos suministrados por Sigma-
Aldrich; la solución de citrato, suministrada por BioGenex; y la parafina y la formalina, 
ambas suministradas por Merck.   
La Sepharosa para la purificación de inmunocomplejos "γ bind", y el “Glutation-
sepharosa 4B” para la purificación de proteínas de fusión, fueron suministrados por 
Amersham-Bioscience. 
El reactivo para la medida de  la concentración de proteínas, basado en el 
método de Bradford, fue suministrado por Bio-Rad. 
Los productos empleados en el revelado de “western blot” y autorradiografía 
fueron membranas de PVDF (Inmobilon T, Millipore), películas Fuji (Super RX) y 
“Kodak” (X-OMAT), y ECLTM (Amersham-Bioscience). 
Algunos experimentos y preparaciones se realizaron empleando los siguientes 
"Kits" comerciales: “Dual Luciferase Reporter Assay” para medida de actividad 
luciferasa (Promega), “High Purity Maxiprep System” para obtención de 
maxipreparaciones de ADN (Invitrogen), “High Pure Plasmid Isolation kit” para 
obtención de minipreparaciones de ADN (Roche), "Cell Proliferation Kit II (XTT)", 
para la medida de la actividad mitocondrial (Roche) y "Envision + system" (Dako), para 




3.2.1. Células procariotas. 
Las cepas bacterianas de Escherichia coli utilizadas fueron:  
DH5α: supE44  ∆lacU169 (Ø80lacZ∆M15)  hsdR17RecA1  endA1  gyrA96 thi-1relA1.  
XL1-Blue: supE44  hsdR17  recA1  endA1  gyrA46  thi  relA1  lac-. 
 
3.2.2. Líneas celulares de mamífero. 
NIH3T3: línea celular originada a partir de fibroblastos obtenidos de embrión de 
la cepa de ratón NIH Swiss, “American Type Culture Collection”, ATCC: CRL 1658. 
293T: células 293 (línea celular originada a partir de células epiteliales de riñón 
de embrión humano transformadas con el ADN del adenovirus humano tipo 5, ATCC: 
CRL 1573), que llevan integrada una copia de la región temprana del genoma de SV40. 
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COS-1: línea celular de riñón de mono verde africano, derivada de CV-1 
transformada con un mutante de SV40 que codifica para el antígeno T silvestre, ATCC: 
CRL-1650.  
JURKAT: línea celular humana procedente de una leucemia T aguda, 
establecida  a partir de la sangre periférica de un individuo de 14 años de edad. Esta 
línea produce interleuquina-2 e interferón γ, ATCC: TIB-152. 




Tabla VI: Plásmidos y construcciones empleados para clonaje y transfección. 
Plásmido Características Referencia 








pCEFL-KZ-hCD53 cDNA codificante para CD53 humano Pedro Lazo (laboratorio) 
pMEXneo-hCD53 cDNA codificante para CD53 humano Pedro Lazo (laboratorio) 
pCEFL KZ -HA-JNK-1 cDNA codificante para JNK-1 en 
posición 5' respecto al epítopo 
Silvio Gutkind 
(laboratorio) 
pCEFL-KZ-HA-p38 cDNA codificante para p38 en posición 5' 
respecto al epítopo 
[259] 
pCEFL-KZ-HA-ERK2 cDNA codificante para ERK-2 en 
posición 5' respecto al epítopo 
Silvio Gutkind 
(laboratorio) 
pCEFL-KZ-AU5-KRASV12 Codifica para K Ras constitutivamente 
activo con sustitución de Gly 12 por Val 





Expresa la encima luciferasa Renilla bajo 
el control del promotor de TK de HSV 
Promega 
pGal4-Luc 
(en pGL3, Promega) 
Gen de luciferasa Photinus bajo el 
promotor de Gal-4 
[259] 
pGal-jun-RSV Expresa gal-jun silvestre bajo el promotor 




Gen de jun constitutivamente inactivo con 
las serinas 63 y 73 sustituidas por ala 
[260] 
 
Tabla VI: la tabla representa los vectores de clonaje y las construcciones empleadas para las 
transfecciones en células de mamífero. 
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3.4. CONSTRUCCIÓN DE ADNs RECOMBINANTES. 
 
3.4.1. Construcción de pCEFLKZ-hCD53. 
El cDNA de hCD53 completo de 1.7 pb fue subclonado en el vector pCEFL KZ 
AU5 entre los sitios BamHI-BglII, de manera que el epítopo AU5 fue eliminado. 
El ADN correspondiente  a la secuencia completa de CD53 fue digerido con 10 
unidades de las enzimas BamHI-BglII, en el tampón indicado por el fabricante durante 
tres horas y, tras digerir el vector con las mismas enzimas, se ligaron cantidades 
equimoleculares del inserto y del vector. Para ello se utilizó la enzima T4 ligasa diluida 
en el tampón que recomienda el fabricante, en presencia de ATP 0.5 mM. La reacción 
se llevó a cabo durante un mínimo de 4 horas a 16 ºC. 
Las bacterias DH5α se hicieron competentes y seguidamente fueron 
transformadas según el método de Hanahan [261], a continuación se  sembraron en 
medio LB-agar con 50 µg/ml de ampicilina. Las bacterias crecieron a 37 ºC durante 16-
18 horas y de las colonias obtenidas, se seleccionaron varias al azar que de nuevo 
crecieron 16-18 horas, en medio LB con ampicilina 50 µg/ml, en agitación fuerte, para 
permitir la correcta oxigenación del cultivo. Una vez crecidos los cultivos, se realizaron 
minipreparaciones de ADN por el método de Roche y, con las mismas enzimas de 
restricción empleadas para el clonaje, se seleccionaron las que   tenían el inserto.  
 
3.5. CULTIVO DE CÉLULAS PROCARIOTAS 
Las bacterias crecieron en medio LB líquido o en LB-agar, con el antibiótico de 
selección codificado por el vector de clonaje, a 37 ºC con fuerte agitación, para permitir 
su correcta oxigenación, cuando crecieron en medio líquido.  
 
3.6. CULTIVO DE CÉLULAS DE MAMÍFERO 
 
3.6.1. Cultivo de líneas celulares. 
Las células crecieron a 37 ºC en una atmósfera al 5% de CO2 y con una humedad 
del 98%. 
Líneas linfoides: las células IR938F y Jurkat crecieron en medio RPMI 1640 
complementado con 10% de suero bovino fetal y la mezcla de antibióticos penicilina 50 
unidades/ml-estreptomicina 50 µg/ml. 
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Líneas epiteliales: Las células 293T y Cos-1 crecieron en DMEM 
complementado con 10% de suero bovino fetal y la mezcla de antibióticos penicilina 50 
unidades/ml-estreptomicina 50 µg/ml. 
Fibroblastos: Las células NIH3T3 crecieron en DMEM complementado con 
suero bovino y la mezcla de antibióticos penicilina 50 unidades/ml-estreptomicina 50 
µg/ml. 
 
3.6.2. Cultivo primario de células Mesangiales de rata Wistar. 
El  método de aislamiento de glomérulos renales se basa en el tamizado 
diferencial de los riñones de rata y es una modificación del método de Misra [262]. 
Los animales empleados fueron ratas macho de 4 semanas, los cuales fueron 
anestesiados con éter etílico. Después de una laparotomía media, y tras pinzar la arteria 
renal, se extrajeron los riñones, que fueron introducidos en una solución de DEOCIL-
CAT durante dos minutos en hielo para lavar. Transcurrido este tiempo, se pasaron los 
riñones a una solución de Dulbecco estéril en hielo conteniendo penicilina 50 U/ml y 
estreptomicina 50 µg/ml.  A continuación se decapsularon los riñones. Para ello se abrió 
cada uno  longitudinalmente y, mediante disección  macroscópica, se aisló la corteza, 
que fue troceada con un bisturí sobre un cristal mantenido a 4 ºC, hasta que tuvo una 
consistencia pastosa. El material biológico se hizo pasar a través de varios tamices de 
acero inoxidable, con distinto diámetro de poro (Cisa, Barcelona, España). 
Primeramente, el material se hizo pasar, con la ayuda de una espátula estéril, a través de 
un tamiz de 150 µm de diámetro de poro, con el objeto de separar los glomérulos de los 
elementos tisulares adyacentes. El material obtenido en la cara inversa del tamiz, fue 
recogido con una espátula estéril y colocado en un segundo tamiz de 50 µm de diámetro 
de poro. Posteriormente se procedió a lavar varias veces el material retenido en el tamiz 
con PBS, utilizando una jeringa. Este tamiz retiene los glomérulos, dejando pasar 
estructuras menores y glomérulos fragmentados. Todo el material retenido se recogió en 
un tubo FALCON y se completó el volumen hasta 50 ml con PBS. Una vez 
centrifugados los glomérulos a 180 x g fueron resuspendidos en una solución de 
Colagenasa 1A 45 µg/ml en Dulbecco. Los glomérulos se mantuvieron en esta solución 
durante 30 minutos a 37 ºC con agitación ocasional, tras lo cual, se añadió medio RPMI 
frío complementado con 10% de  FBS, penicilina 50 U/ml-estreptomicina 50 µg/ml, 
anfotericina B 2,5 µg/ml, insulina 5 µg/ml, transferrina  5 µg/ml,  selenito sódico 5 
ng/ml y L- Glutamina 1 mM. La suspensión de glomérulos y células se llevó 
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posteriormente a un tamiz de 25 µm de poro, y se lavó varias veces con RPMI para 
eliminar la colagenasa. Una vez lavados los glomérulos, se recogieron del tamiz y, tras 
una centrifugación, se sembraron en medio RPMI con los complementos indicados 
anteriormente en frascos de cultivo Falcon de 175 cm2. Transcurridas 48 horas, se 
recogió el sobrenadante de los frascos de cultivo y se resembraron los glomérulos que 
aún no se habían adherido al sustrato. Se dejó crecer el cultivo entre 20 y 25 días 
cambiando el medio de cultivo cada 48 horas.  
En estas condiciones, las células epiteliales presentes en el cultivo mueren dando 
paso a la proliferación de las células mesangiales.   
 
3.6.3. Mantenimiento del cultivo primario de células Mesangiales de rata Wistar. 
Las células mesangiales crecieron en una atmósfera al 95% de humedad y 5% de 
CO2 a una temperatura de 37 ºC en medio RPMI 1640 complementado con 10% FBS, 
penicilina 50 U/ml, estreptomicina 50 µg/ml, anfotericina B 2,5 µg/ml, insulina 5 µg/ml, 
transferrina  5 µg/ml,  selenito sódico 5 ng/ml y L- Glutamina 1 mM.  
 
3.7. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN CELULAR 
 
3.7.1. Medida de  la incorporación de timidina al ADN. 
Las células mesangiales de rata Wistar fueron sembradas en placas de 24 
pocillos a una densidad de 15.000 células por pocillo. Tras 48 horas de cultivo, cuando 
las células se encontraban aún en subconfluencia, se pusieron en medio al 0% de suero 
durante 24 horas, tras lo cual, se cambió el medio a RPMI con los complementos de 
crecimiento (insulina, transferrina y selenio) sin suero y con los estímulos 
correspondientes. Se incubó el cultivo durante 18 horas a 37 ºC en atmósfera con 5% de  
CO2, y a continuación se añadió 1 µCi  de timidina tritiada por pocillo. Se incubaron las 
células durante 6 horas más en las mismas condiciones. Posteriormente se procedió a la 
extracción de ADN. Para ello, se lavaron las células con PBS y se incubaron en ácido 
tricloroacético al 10% frío  durante 15 minutos en hielo. A continuación se eliminó el 
sobrenadante y se extrajo el ADN añadiendo a las células 1 ml de NaOH 0,1 N e 
incubando  a 60 ºC durante 30 minutos con agitación ocasional. Seguidamente se 
añadieron 500 µl del sobrenadante a 5 ml de líquido de centelleo y, transcurridas 12 
horas se midieron las c.p.m en un contador de centelleo 1409 DSA de Wallac. 
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3.7.2. Cuantificación del número de células por Cristal Violeta. 
Las células mesangiales de rata Wistar fueron lavadas con PBS y se fijaron con 
glutaraldehído al 10% durante 10 minutos. Tras lavar repetidas veces con PBS se 
tiñeron los núcleos con cristal violeta al 0.2% durante 30 minutos en oscuridad. A 
continuación, se lavaron las placas repetidas veces con PBS hasta eliminar 
completamente el excedente de cristal violeta que no había teñido los núcleos. Las 
placas se dejaron secar al aire, y a continuación se añadieron 2 ml de ácido acético al 
10%, y se leyó la absorbancia a 595 nm. 
 
3.7.3. Medida de la actividad mitocondrial. 
La sal tetrazolio XTT, es convertida a una sal formazán por la actividad 
succinato-tetrazolio reductasa, perteneciente a la cadena respiratoria mitocondrial, la 
cual es activa sólo en células viables. La cantidad de sal formazán producida por el 
cultivo correlaciona directamente con el número de células viables. Dicho ensayo se 
realizó según el método de Roche. 
 
3.8. TÉCNICAS DE INMUNODETECCIÓN 
 
3.8.1. Citometría de Flujo. 
 
3.8.1.1. Marcaje de antígenos de superficie. 
El análisis de la expresión de antígenos de superficie mediante citometría de 
flujo se llevó a cabo utilizando un millón de células, las cuales fueron lavadas dos veces 
con PBS, y a continuación fueron incubadas con el anticuerpo específico, a la dilución 
correspondiente, en un volumen final de 50 µl durante 30 minutos a 4 ºC. 
Posteriormente se lavaron las células dos veces con PBS y se incubaron en las mismas 
condiciones que en el paso anterior, con un anticuerpo anti IgG conjugado con un 
fluorocromo. A continuación, se lavaron las células dos veces con PBS y fueron 
resuspendidas en un volumen final de 300 µl. En estas condiciones se analizaron las 
células en el momento por un citómetro FACSCalibur (Becton Dickinson) o se fijaron 
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3.8.1.2. Marcaje de ADN para determinación de Ciclo Celular. 
La tinción de ADN con yoduro de propidio se llevó a cabo con un  millón de 
células, que fueron resuspendidas en 700 µl de etanol al 70% frío y se mantuvieron en 
esta solución a 4 ºC entre 15 minutos y 1 hora. A continuación se lavaron las células tres 
veces con PBS y fueron resuspendidas en una solución de 500 µl de PBS con 100 µg/ml 
RNAsa y 5 µg/ml de yoduro de propidio. En estas condiciones se incubaron las células 
durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad y en agitación, y a continuación se 
analizaron mediante citometría de flujo. 
 
3.8.2. Microscopía de Fluorescencia y Confocal. 
Las células se sembraron en cubres de 20 x 20 mm o en cámaras de cristal 
(Nalge Nunc International). 
El proceso de tinción celular comenzó con dos lavados de las células con PBS y 
posterior fijación con paraformaldehído 4%,  MgCl2 2 mM, sacarosa 5%, durante 15 
minutos a temperatura ambiente. A continuación, las células se incubaron con  suero de 
cobaya al 20% en PBS para evitar posteriores uniones inespecíficas de los anticuerpos 
anti IgG hechos en cobaya. Las incubaciones con los anticuerpos específico y anti IgG 
conjugado con fluorocromo se llevaron a cabo en suero de cobaya al 20%, a la dilución 
correspondiente, a 37 ºC durante 30 minutos o a temperatura ambiente durante 1 hora. 
Entre cada incubación con anticuerpo se realizaron tres lavados con PBS de 10 minutos 
cada uno. Los núcleos se tiñeron con DAPI  a una dilución 1:1000 en agua durante 5 
minutos. Seguidamente, las células se lavaron dos veces con PBS, y el último lavado se 
realizó con agua desionizada para eliminar las sales. Finalmente se montaron las 
preparaciones con gelvatol y se dejaron secar al aire durante varias horas, tras lo cual, se 
visualizaron las células en un microscopio confocal LSM 510, de Zeiss.      
 
3.8.3. Inmunohistoquímica. 
 Las ratas fueron anestesiadas con éter etílico y a continuación se realizó una 
perfusión renal a través de la aorta abdominal, a fin de lavar la sangre del riñón. Un 
fragmento del riñón, incluyendo la corteza y la médula fue fijada con formalina al 4% 
durante 24 horas. A continuación, el material fue deshidratado y embebido en parafina. 
Se realizaron secciones de 3 µm, las cuales fueron montadas en portaobjetos de cristal. 
Posteriormente se realizó la recuperación de los antígenos con una solución de citrato, 
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durante tres minutos en un horno. A continuación las preparaciones se lavaron con PBS, 
y la peroxidasa endógena fue bloqueada con peróxido de hidrógeno. A continuación se 
procedió a la tinción de las preparaciones con el anticuerpo MRC OX44 a una dilución 
1:500, durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido del empleo del "kit" 
"Envision + system" (Dako), según las instrucciones del fabricante. El cromógeno 
empleado para la reacción de la peroxidasa fue 3,3' diaminobencidina y los núcleos 
fueron teñidos con hematosilina. 
 
3.9. EXPRESIÓN EN BACTERIAS Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
FUSIONADAS A GST 
La obtención de las proteínas de fusión GST-c jun (aa 1-223) y GST-ATF-2 (aa 
1-109) se realizó creciendo las bacterias XL1-Blue que contienen el plásmido pGEX-
2T-cJun en LB con 100 µg/ml de ampicilina. 
Cuando el cultivo alcanzó una densidad de 0.6-0.9 a una longitud de onda de 
600 nm, se indujo la expresión de la proteína con IPTG 100 µM a 37 ºC durante 3 horas. 
A continuación el cultivo fue centrifugado a 13000 x g durante 30 minutos a 4 ºC, y  las 
bacterias fueron lisadas en el tampón de lisis: PBS , PMSF 0.5 mM, aprotinina 1 µg/ml, 
leupeptina 1 µg/ml, lisozima 1 mg/ml, EDTA 0.1 mM, sonicando mediante seis pulsos 
de 10 segundos,  y con posterior adición de Tritón X-100 1% . El extracto se incubó en 
estas condiciones durante 30 minutos a 4 ºC en agitación. A continuación se centrifugó 
el extracto, a fin de descartar el material insoluble y se purificó la proteína por 
incubación con “Glutation-sepharosa 4B” (Amersham) durante 1hora a 4 ºC, seguido de 
sucesivos lavados con el tampón de lisis. Seguidamente se realizó la elución de la 
proteína  con un volumen de Hepes 50 mM pH 8, glutatión 20 mM  reducido,  
incubando durante una hora a 4 ºC en rotación. Este paso se repitió tres veces. 
Posteriormente se dializó la proteína contra PBS dos veces, durante dos horas y toda la 
noche, respectivamente. 
La pureza de la proteína obtenida se comprobó en un gel de poliacrilamida, 
visualizándose las bandas por tinción del gel con Coomassie 0.5%  en metanol: acético: 
agua (5:1:4), y posterior destinción con metanol: acético: agua (5:1:4). 
Asimismo,  se determinó la concentración de proteína en la muestra mediante un 
ensayo de Bradford (Bio-Rad).  
 




3.10.1. Transfección transitoria de  células linfoides. 
Las células Jurkat fueron transfectadas con Lipofectamina (Invitrogen, Paisley, 
Scotland), según las indicaciones del fabricante. Las células crecieron hasta una 
densidad de 5 x 105 células por ml. Se utilizaron 3 x 106 células por punto. Las células 
se lavaron con DMEM sin antibióticos y fueron resuspendidas en 800 µl de DMEM en 
una placa de 35 mm de diámetro. A continuación, se prepararon las mezclas de 3 µg de 
ADN de pCEFLKZ HA-JNK en un volumen final de 100 µl de DMEM y 15 µl de 
lipofectamina  en un volumen final de 100 µl de DMEM. Ambos volúmenes se 
mezclaron y se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este 
tiempo se añadió dicha mezcla al cultivo celular, y se incubaron las células 5 horas a      
37 ºC en una atmósfera al 5% de CO2. A continuación, se  sembraron las células en el 
medio de crecimiento. Transcurridas 48 horas se utilizaron los cultivos para ensayos de 
actividad JNK.  
 
3.10.2. Transfección transitoria de células epiteliales. 
Las células 293T se transfectaron con lipofectamina, siguiendo las indicaciones 
del fabricante. Para ello, las células se sembraron 24 horas antes de la transfección a una 
densidad del 20%  en placas de 100 mm de diámetro. Se preparó una solución con 100 
µl de DMEM y 20 µl de lipofectamina, y otra solución con los ADNs en un volumen 
final de 100 µl de DMEM. Ambos volúmenes  se mezclaron y se incubaron 45 minutos 
a temperatura ambiente. En el momento de la transfección, se lavaron las células con 
DMEM sin antibióticos dos veces y se dejaron en un volumen final del mismo de 4 ml. 
En este momento se añadió a las placas la mezcla de ADN-lipofectamina  previamente 
diluida en un volumen final de 1 ml. En este medio se mantuvieron las células 5 horas a 
37 ºC en una atmósfera al 5% de CO2. Finalmente, se  añadieron al cultivo 5 ml de 
medio DMEM al 20% de FBS, a fin de obtener una concentración final de FBS al 10%. 
A las 12 horas se cambió el medio de cultivo a las células, y a las 48 horas se utilizaron 
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3.10.3. Transfección transitoria de células NIH 3T3. 
Las células NIH 3T3 se transfectaron por el método de fosfato cálcico [263]. 
Para ello, 24 horas antes de la transfección, se sembraron 90.000 células en placas de 60 
mm de diámetro. En el momento de la transfección se preparó la mezcla de ADN en un 
volumen final de 300 µl. A cada tubo se añadió 300 µl de cloruro cálcico 500 mM. Esta 
mezcla se incubó a temperatura ambiente durante una hora. A continuación se preparó 
el tampón HNP (NaCl 280 mM, Hepes 50 Mm, Na H2PO4.H2O 1.5 mM). Sobre 600 µl 
de esta solución, en agitación fuerte, mediante burbujeo, se añadió la mezcla de ADN-
cloruro cálcico gota a gota. La solución restante se incubó durante una hora a 
temperatura ambiente y, a continuación se añadió al cultivo celular, el cual se 
encontraba en un volumen de 5 ml. Transcurridas 18 horas, se cambió el medio de 
cultivo a las células por medio de crecimiento normal.  
 
3.10.4. Transfección estable de células NIH 3T3. 
Las células NIH 3T3 fueron transfectadas siguiendo el mismo protocolo que 
para las transfecciones transitorias. Para la selección de clones estables se añadió al 
medio geneticina 400 µg/ml. En estas condiciones se mantuvo el cultivo hasta que las 
células sensibles murieron, dando paso a las células que habían incorporado el vector, 
proceso que duró aproximadamente tres semanas. Una vez establecidos los clones, éstos 
se aislaron y se dejaron crecer independientemente en placas Falcon de 96 pocillos. Una 
vez expandidos los clones individuales, se analizó la expresión de hCD53 en la 
membrana plasmática celular mediante citometría de flujo. 
 
3.11. ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUINASA 
 
3.11.1. Ensayos de actividad JNK endógena. 
Los cultivos crecieron hasta una densidad de 5 x 105 células por ml, las cuales se 
emplearon a razón de 6x106 células por punto. Dichas células fueron lisadas en el 
tampón WCE300 (Hepes 25 mM pH 7.7, NaCl 0.3 M, MgCl2 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, 
Tritón X-100 0.1%, β-glicerofosfato 20 mM, ortovanadato sódico 100 µM, leupeptina 2 
µg/ml, aprotinina 2 µg/ml, PMSF 100 µg/ml) durante 30 minutos a 4 ºC. A 
continuación, se centrifugaron las muestras a 12.000 x g durante 10 minutos a 4 ºC y se 
diluyó el sobrenadante con el tampón de dilución ( Hepes 20 mM pH 7.7, EDTA 0.1 
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mM, MgCl2 2.5 mM, Tritón X-100 0.05%, β- glicerofosfato 20 mM, ortovanadato 
sódico 100 µM, aprotinina 2 µg/ml, leupeptina 2 µg/ml, PMSF 100 µg/ml). Las 
muestras fueron incubadas en este tampón durante 10 minutos a 4 ºC y, tras 
centrifugación, el sobrenadante obtenido se incubó entre 5 y 12 horas con 10 µg de la 
proteína de fusión GST c-Jun y 30 µl de "Glutathione Sepharose 4B". A continuación, 
se lavaron los complejos formados con el tampón HBID (Hepes 20 mM  pH 7.7, EDTA 
0.1 mM, MgCl2 2.5 mM,  NaCl 50 mM, Tritón X-100 0.05%, β- glicerofosfato 20 mM, 
ortovanadato sódico 100 µM, aprotinina 2 µg/ml, leupeptina 2 µg/ml, PMSF 100 µg/ml) 
y fueron resuspendidas en 30 µl de tampón de ensayo de actividad quinasa (Hepes 20 
mM  pH 7.6, DTT 2 mM,  β-glicerofosfato 20 mM,  MgCl2 20 mM, ortovanadato sódico 
100 µM, ATP 20 µM, 5 µCi γ-32ATP). La reacción se llevó a cabo durante 30 minutos a 
30 ºC y se detuvo con la adición del tampón de carga (Tris-HCl 80 mM pH 6.8, glicerol 
10%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.1%). Las muestras se 
resolvieron en un gel de poliacrilamida al 10%, y tras secar el gel, se visualizaron las 
bandas mediante autorradiografía en un "Personal Molecular Imager", (Bio-Rad). 
 
3.11.2. Ensayos de actividad quinasa exógena. 
Las células fueron lisadas en  el tampón de lisis (Hepes 25 mM pH 7.5, NaCl 0.3 
M, MgCl2 1.5 mM, EDTA 0.2 mM, Tritón X-100 1%, β-glicerofosfato 20 mM,  SDS 
0.1%, deoxicolato sódico 0.5%, DTT 0.5 mM, ortovanadato sódico 0.1 mM, leupeptina 
2 µg/ml, aprotinina 2 µg/ml, PMSF 100 µg/ml), durante 10 minutos a 4 ºC. A 
continuación se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 12.000 x g a 4 ºC . El 
sobrenadante fue inmunoprecipitado con un anticuerpo contra el epítopo HA y, a 
continuación, se lavaron los inmunocomplejos: una vez con PBS, NP40 1%, 
ortovanadato sódico 2 mM; una vez con  Tris-HCl 100 mM pH 7.5, LiCl 0.5 M y una 
vez con el tampón de reacción quinasa (MOPS 12.5 mM pH 7.5, β-glicerofosfato 12.5 
mM , MgCl2 7.5 mM, EGTA 0.5 mM, NaF 0.5 mM , ortovanadato sódico 0.5 mM, DTT 
3.3 mM, 10 µg de sustrato, ATP 20 µM, 10 µCi γ- 32ATP). La reacción se llevó a cabo a 
30 ºC durante 30 minutos y se detuvo con la adición del tampón de carga (Tris-HCl 80 
mM pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, β-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol 0.1%). 
Las muestras se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 10% y, tras secar el gel, se 
visualizaron las bandas mediante autorradiografía en un "Personal Molecular Imager", 
(Bio-Rad). 
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3.12. INMUNOPRECIPITACIÓN Y "WESTERN BLOT" 
Los experimentos con los anticuerpos anti PARP, anti PCNA, anti Vav, anti 
PLC-gamma y anti-fosfotirosina PY99 se llevaron a cabo utilizando como tampón de 
lisis:  Tris-HCl 10 mM pH 8, Tritón X-100 1%, NaCl 50 mM, PMSF 0.25 mM, 
aprotinina 2 µl/ml, leupeptina 2 µg/ml, NaF 1 mM, ortovanadato sódico 100 µM.  
Los ensayos con  PCNA se realizaron con el mismo tampón que en el caso 
anterior conteniendo además  SDS 0.1% y deoxicolato sódico 1% (tampón RIPA). En 
este caso los lisados se trataron con 100 U/ml de DNAsa a fin de degradar el ADN que 
pudiese estar asociado a la proteína PCNA. 
El "western blot" con anti HA se realizó utilizando como tampón de lisis el 
indicado en el apartado de ensayos de actividad quinasa.  
Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo incubando los extractos con el 
anticuerpo a la concentración adecuada durante 2 horas a 4 ºC, y a continuación se 
añadieron 30 µl de gamma-bind plus Sepharosa o de proteína A-Sepharosa al 50%, 
incubando a 4 ºC en rotación durante 1 hora más. 
Los extractos se analizaron en condiciones desnaturalizantes. El tampón de carga 
empleado fue: Tris HCl 80 mM pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, azul de bromofenol 
0.1%, β-mercaptoetanol 5%. 
La cantidad de extracto analizada fueron 20-100 µg de proteína en geles a un 
porcentaje de acrilamida de (7.5-12)% según el peso molecular de la proteína a analizar. 
Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF, en el tampón: Tris 2.5 
mM, glicina 19.2 mM, metanol 20%. 
La membrana se bloqueó durante  2 horas con leche al 5% en TBS-T (Tris 25 
mM, NaCl 50 mM, KCl 2.5 mM, Tween 20 0.1%), o BSA al 5% en TBS-T para el 
anticuerpo antifosfotirosina.  
Las incubaciones con el anticuerpo específico, y anti IgG de ratón conjugado 
con peroxidasa fueron de 1 hora a temperatura ambiente a la dilución adecuada. Se 
realizaron 3 lavados de 10 minutos entre ambos anticuerpos y al final de ambas 
incubaciones. Seguidamente, se revelaron las membranas con ECL. 
En los "western blot" realizados con el anticuerpo anti PARP, tras el anticuerpo 
primario, se empleo un anticuerpo anti IgG conjugado con biotina y a continuación 
estreptavidina-peroxidasa, ambos a una dilución 1:1.000,  para amplificar la señal.  
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3.13. ENSAYO DE ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL 
Las células NIH 3T3 fueron sembradas a una densidad de 90.000 células en 
placas de 60 mm de diámetro 24 horas antes de la transfección. 
La transfección se realizó mediante el método de cloruro cálcico [263], 
empleándose las siguientes cantidades de ADN: 2 µg de  pRL-TK (actividad luciferasa 
de Renilla), 1µg de pCEFL KZ HA-JNK1, 3 µg de pGal-luc (gen de la luciferasa de 
Photinus bajo el control del promotor de la galactosidasa), 1µg de Gal-jun RSV (Jun 
silvestre) o 1 µg de Gal-jun ala/ala (sustitución de las serinas 63 y 73, dianas de 
fosforilación de JNK, por alaninas).  
Transcurridas 48 horas desde la transfección, y tras mantener las células dos 
horas en ayuno, éstas se trataron con los estímulos correspondientes y se mantuvieron 
durante seis horas en el incubador, a fin de permitir la expresión proteica. Finalmente se 
recogieron las células, que fueron lisadas en "passive lysis buffer" (Promega), y 
centrifugadas a 12000 x g durante 2 minutos. El sobrenadante se utilizó para medir la 
actividad luciferasa. La medición de la actividad luciferasa de Photinus y Renilla se 
realizó con "Dual-Luciferase Reporter Assay System" (Promega). La luz emitida por la 
reacción durante 30 segundos se cuantificó en un luminómetro OPTOCOMP 1 de 
MGM Instruments. La actividad luciferasa Renilla presente en cada extracto se utilizó 




































4.1. ESTUDIO DE LA VÍA DE SEÑALIZACIÓN DEL ANTÍGENO CD53 
Estudios previos indicaron que la ligación del antígeno CD53, inducía un 
aumento en los niveles de óxido nítrico dependientes de la enzima óxido nítrico 
sintetasa inducible (iNOS), en macrófagos de rata [65].  
La expresión del gen que codifica para la enzima iNOS es dependiente de la 
activación de MAPK frente a estímulos como IFN-γ, TNF-α o LPS. En  macrófagos 
estos estímulos producen activación de las quinasas ERK, JNK y p38, aunque sólo la 
inhibición de JNK bloquea la inducción de la enzima [264]. Del mismo modo, IL-4 
bloquea la inducción de iNOS mediada por los citados estímulos, mediante la inhibición 
de ERK y JNK, sin que tenga ningún efecto sobre p38 [265], y en algunas ocasiones, 
parece que la activación de p38 es capaz de bloquear la inducción de iNOS, mediada 
por LPS [266]. En otros tipos celulares como células mesangiales de riñón, la inducción 
de iNOS mediada por IL-1 conlleva la activación de JNK y p38 [267]. Estos resultados 
indican que las MAPK son relevantes en la inducción de iNOS frente a estímulos 
proinflamatorios. 
Estos estudios sugerían que las MAPK podían ser relevantes en la vía de 
señalización iniciada en el antígeno CD53, por lo que se estudió la implicación de estas 
rutas en la señalización de dichos antígenos de manera general, analizando la activación 




4.1.1. El anticuerpo MRC OX44 induce fosforilación de c-Jun en un linfoma de 
rata.   
Para estudiar la activación de JNK, medida por fosforilación de c-Jun, se empleó 
como sistema la línea derivada de un inmunocitoma pre-B de rata, IR938F. 
Los niveles de expresión del antígeno CD53 en la membrana plasmática de estas células 



























Figura 16. Expresión de CD53 en la membrana plasmática de células linfoides. Las células IR938F 
(A) y Jurkat (B) fueron teñidas sin permeabilización, con los anticuerpos MRC OX44 y MEM53 
respectivamente, ambos a una dilución 1:100, seguido de una tinción con un anticuerpo contra la cadena 
pesada de la IgG de ratón, conjugado con el fluorocromo fluoresceína, a la misma dilución que los 
anticuerpos anteriores. Se analizó la expresión de dichos antígenos en la membrana plasmática mediante 
citometría de flujo. 
 
Una vez comprobados los niveles de expresión, se realizaron experimentos de 
actividad quinasa endógena. Las células IR938F crecieron hasta una densidad de 5 x 105 
células por mililitro y fueron mantenidas en medio de ayuno, en presencia de 0.5% de 
suero durante dos horas, a fin de conseguir niveles basales de activación de la actividad 
quinasa. A continuación se realizaron curvas de tiempo estimulando las células con 10 
µg del anticuerpo MRC OX44 a tiempos cortos, en un rango de 1 a 30 minutos. El 
control positivo empleado para este experimento fue cicloheximida 10 µg/ml durante 30 
minutos a 37º C. Tras lisar las células, se incubaron los  extractos celulares totales con 
10 µg de la proteína de fusión GST-cJun (aminoácidos 1-223) y Glutatión-Sepharosa a 
fin de precipitar la actividad quinasa asociada a la proteína de fusión GST-cJun, y a 
continuación se realizaron ensayos de actividad quinasa añadiendo fósforo marcado 
radiactivamente a los complejos formados, a fin de visualizar el grado de fosforilación 
del sustrato, inducido por la actividad quinasa posiblemente asociada. Estos 
experimentos dieron como resultado que la ligación de CD53 en las células IR938F 
produce un aumento rápido y transitorio de la fosforilación de c-Jun, en el intervalo de  
3 a 5 minutos tras estimulación con el anticuerpo (Figura 17). La conclusión de este 
experimento es que la ligación del antígeno CD53 por sí sola es capaz de activar JNK 





























































Figura 17. Ensayo de actividad quinasa endógena de células IR938F. Las células fueron estimuladas 
con 10 µg del anticuerpo MRC OX44. El sustrato empleado para los ensayos de actividad quinasa fue la 
proteína de fusión GST-c Jun. El control positivo empleado fue cicloheximida 10 µg/ml durante 30 
minutos. El gráfico muestra la media y la desviación estándar de cuatro experimentos independientes. 
*representa una p < 0.01; ** representa un p < 0.001; ambas según la función T de "Student". 
 
4.1.2. MEM53 activa JNK endógena y exógena en células Jurkat. 
 
4.1.2.1. Ensayo de actividad JNK endógena en células Jurkat. 
A fin de generalizar la observación realizada en las células IR938F, a otras 
células linfoides, las células Jurkat, linfoma T humano, que expresan CD53 (Figura 16), 
fueron empleadas como sistema de estudio de fosforilación de c-Jun en extractos 
celulares totales. Para ello se siguió el mismo desarrollo experimental que en el apartado 
anterior, pero en este caso la curva de tiempo de estimulación se realizó con 10 µg de 
MEM53, anticuerpo que reconoce específicamente a CD53 humano, y el control 
positivo de activación empleado fue la adición de anisomicina a 10 µg/ml durante 30 
minutos a 37º C (Figura 18 A). El resultado obtenido en células T humanas es 
equivalente al obtenido en células B de rata. Se obtiene una activación rápida y 
transitoria de la actividad JNK. Este resultado indica que la ligación del antígeno CD53 
por el anticuerpo MEM53 es suficiente, por sí solo, para inducir una activación 
transitoria de la actividad JNK. 
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Figura 18. A). Ensayo de actividad quinasa endógena de células Jurkat. Las células fueron  
estimuladas con 10 µg del anticuerpo MEM53. El sustrato utilizando fue GST-cJun. El control positivo 
empleado fue anisomicina 10 µg/ml durante 30 minutos. B) Ensayo de actividad JNK exógena. Las 
células Jurkat fueron transfectadas con la construcción pCEFL-KZ-HA-JNK1. Los sustratos empleados 
fueron GST-cJun y GST-ATF2. Se analizaron los niveles de transfección de HA-JNK1 mediante "western 
blot" con un anticuerpo contra el epítopo HA. El control positivo empleado fue anisomicina 10 µg/ml 
durante 30 minutos. Ambos gráficos muestran la media y la desviación estándar de cuatro experimentos 
independientes. X2/X4 se refiere a la media. *representa una p < 0.01; ** representa un p < 0.001; ambas 
según la función T de "Student". 
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4.1.2.2. Ensayo de actividad JNK exógena en células Jurkat. 
Para comprobar los resultados obtenidos en los experimentos de actividad 
quinasa endógena, se realizaron experimentos de actividad quinasa exógena sobre-
expresando JNK, mediante la transfección transitoria de una construcción que codifica 
para JNK1, clonada en el vector pCEFL-KZ-HA. Se realizaron transfecciones 
transitorias de pCEFL-KZ-HA-JNK1 en las células Jurkat. Transcurridas  48 horas 
desde la transfección, se mantuvieron las células en medio de ayuno (0.5% de suero 
bovino fetal) durante dos horas y a continuación se realizaron curvas de tiempo con 10 
µg del anticuerpo MEM53, tras lo cual se lisaron las células y, a continuación, en 
inmunoprecipitados contra HA se realizaron ensayos de actividad quinasa, utilizando 
como sustrato 10 µg de GST- jun o GST-ATF2. El control positivo empleado en este 
ensayo fue tratamiento de las células con anisomicina en las mismas condiciones que en 
el apartado anterior. En este caso se obtuvo una estimulación temprana de la actividad 
JNK, que es transitoria, siendo la magnitud y tiempo de la respuesta similares a los 
obtenidos con la actividad JNK endógena (Figura 18 B). 
 
4.1.3. Expresión de hCD53 en 293T y posterior análisis de la activación de JNK.  
Las señales inducidas por la ligación de las proteínas Tetraspan han sido 
estudiadas en células linfoides. No obstante, la mayoría de las proteínas Tetraspan son 
ubicuas [11], y la ligación de varios miembros, a menudo produce los mismos efectos 
[51, 80], debido posiblemente, a que estas proteínas forman macro-complejos, de varios 
miembros de la familia, en la membrana plasmática [18].  
El antígeno CD53 y su homólogo en rata se expresan principalmente en tejido 
linfoide [15]. Los procesos fisiológicos en los cuales se han implicado estos antígenos, 
inducción de proliferación [44, 63], agregación homotípica [92, 93] o diferenciación 
linfoide [108, 109], se han estudiado en dicho tejido. No obstante, se ha descrito la 
expresión de CD53 en tejidos epiteliales [16]. Debido a estos resultados, se decidió 
estudiar si la respuesta de activación de JNK, mediada por CD53, era un proceso 
restringido a las células linfoides o, por el contrario, la expresión ectópica de CD53 
podía reconstituir la respuesta. Para comprobar esta hipótesis, se realizaron 
transfecciones transitorias de la línea de carcinoma renal humano 293T con una 
construcción de hCD53 clonado en pCEFL-KZ. Transcurridas 24 horas desde la 
transfección, se analizó por citometría de flujo la expresión de hCD53 en la membrana 
plasmática de estas células. El 100% de la población es positiva para CD53 en este 
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punto con unos niveles de expresión variables, donde el 50 % de la población presenta 














Figura 19. Análisis de la expresión ectópica de hCD53 en la superficie de células epiteliales. Las 
células 293T o Cos-1 fueron transfectadas con la construcción pCEFL-KZ-hCD53 o con el vector. Para 
comprobar la expresión de CD53 en la membrana plasmática, las células se tiñeron con el anticuerpo 
MEM53 y con un anticuerpo contra la cadena pesada de inmunoglobulina conjugada con FITC y, a las 48 
horas, se analizó la expresión de CD53 mediante citometría de flujo. A) Células 293T transfectadas con la 
construcción pCEFL-KZ-hCD53, sobre el fondo que da el vector, ambas teñidas con MEM53. B) Células 
Cos-1 en las mismas condiciones que en el apartado A. 
 
Una vez comprobado que la construcción se expresaba correctamente en la 
membrana plasmática, se realizaron experimentos de actividad JNK exógena en las 
células 293T transfectadas de manera transitoria con pCEFL-KZ-hCD53 y pCEFL-KZ 
HA-JNK1. Transcurridas 48 horas desde la transfección, se mantuvieron las células dos 
horas en medio de ayuno con 0.5% de FBS, y a continuación se realizaron curvas de 
tiempo con 10 µg del anticuerpo MEM53. El control positivo consistió en el tratamiento 
de las células con radiación ultravioleta durante un pulso de 30 segundos a máxima 
energía. Una vez lisadas las células, se inmunoprecipitó la actividad JNK exógena 
utilizando un anticuerpo que reconoce al epítopo HA, y con los inmunocomplejos 
obtenidos se realizaron ensayos de actividad JNK utilizando como sustrato la proteína 
de fusión GST-c Jun. El resultado obtenido fue un incremento en la activación de JNK 
rápido y transitorio, que no se produce en los controles transfectados con el vector sin 
estimular ni estimulado con el anticuerpo MEM53 a varios tiempos (Figura 20). Este 
resultado demuestra que la expresión ectópica de CD53 en células epiteliales que no lo 
expresan de manera natural, conlleva su translocación a la membrana plasmática, y la 
reconstitución de vías de señalización que operan en otros sistemas, como el linfoide, 































































Figura 20. Ensayo de actividad JNK exógena en células 293T. Las células fueron transfectadas con 
pCEFL-KZ-hCD53 y pCEFL-KZ-HA-JNK1. El sustrato empleado en el ensayo fue GST-ATF2. Se 
analizaron los niveles de transfección de HA-JNK1 mediante "western blot" con un anticuerpo contra el 
epítopo HA. Los controles empleados fueron: UV: control positivo, pulso de radiación ultravioleta de 30 
segundos; C1: vector; C2: vector estimulado con 10 µg del anticuerpo MEM53 durante 3 minutos; C3: 
vector estimulado con 10 µg de un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo que MEM53 durante 3 
minutos; C4: vector estimulado con 10 µg de un anticuerpo irrelevante del mismo isotipo que MEM53 
durante 30 minutos. El gráfico muestra la media y la desviación estándar de cuatro experimentos 
independientes. *representa una p < 0.05; ** representa un p < 0.01; *** representa una p< 0.001; todas 
según la función T de "Student". 
 
Estudios previos demostraron que las proteínas Tetraspan pueden inducir  
respuestas antagónicas dependiendo del anticuerpo utilizado. La ligación de CD53 con 
el anticuerpo HI29 induce adhesión homotípica en células linfoides, mientras que el 
tratamiento con MEM53 no tiene este efecto [93]. Del mismo modo, los anticuerpos 
161-2 y 202-24b, que reconocen a CD53 humano, son capaces de disminuir la 
proliferación de linfocitos T en un 70% [268], mientras que el anticuerpo MEM53 se ha 
relacionado con inducción de un proceso proliferativo en células B [63], y 
antiproliferativo en células T [8]. Por el contrario, el anticuerpo 7D2, que reconoce a 
CD53 de rata produce un efecto proliferativo en células T [44]. Por estos resultados 
antagónicos, que parecen ser dependientes tanto del tipo celular, como del anticuerpo 
empleado,  se decidió  analizar el efecto de varios clones de anticuerpos que reconocen 
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a CD53 humano sobre la activación de JNK. En las células 293T, se realizaron 
experimentos de actividad JNK exógena, estimulando las células con varios clones de 
anti CD53 humano de diferentes isotipos: MEM53 1, 5 y 10 µg o 10 µg de 202-24b 
(IgG1), 161-2 (IgG2a) y 63-5A3 (IgG2b). Todos los anticuerpos producen un efecto 
similar de activación de JNK (Figura 21). Este resultado indica que todos los 
anticuerpos empleados en este experimento son equivalentes en su función relacionada 
con la activación de JNK, lo que hace suponer que reconozcan epítopos situados en el 
mismo dominio de la proteína, de manera que al unirse a la molécula CD53 induzcan un 

































Figura 21. Ensayo de actividad JNK exógena en células 293T. Las células fueron estimuladas con 
anticuerpos que reconocen a CD53 humano de distinto isotipo: 202-24B: IgG 1; 161-2: IgG 2a; 63-5A3: 
IgG 2b; MEM53: IgG 1. El sustrato empleado para la reacción quinasa fue GST-ATF2. Los niveles de 
transfección de HA-JNK1 se comprobaron mediante "western blot" con un anticuerpo contra el epítopo 
HA. El gráfico muestra la media y la desviación estándar de cuatro experimentos independientes. 







































































































































4.1.4. MEM53 activa la transcripción dependiente de c-Jun. 
El antígeno CD53 ha sido relacionado previamente con transcripción génica 
dependiente de AP-1 [65]. Del mismo modo, la activación de JNK mediada por CD53 
hace suponer que se active la transcripción de c-Jun. Para comprobar esta hipótesis, las 
células NIH 3T3 fueron transfectadas de manera estable con el ADN codificante para 
CD53 humano, clonado en el vector pMEXneo. Estas células fueron empleadas para 
experimentos de actividad transcripcional, por el método de medición de la actividad 
luciferasa. Las células que expresan CD53 o el vector sin inserto como control, fueron 
transfectadas, mediante el método de cloruro cálcico, con la construcción pCEFL KZ 
HA-JNK1, y con una construcción codificante para la proteína Jun silvestre o bien con 
una construcción codificante para Jun con las treoninas 63 y 73, sitios de fosforilación 
de JNK, mutadas a alaninas, de manera que resulta una proteína constitutivamente 
inactiva. Ambas construcciones tienen acoplado el ADN codificante para el dominio de 
unión al promotor de la galactosidasa. Asimismo fueron transfectadas dichas proteínas 
con una construcción que codifica para la enzima luciferasa de Photinus bajo el control 
del promotor de la galactosidasa. Se incluyó en la transfección una construcción 
codificante para la actividad luciferasa de Renilla (actividad luciferasa bacteriana), a fin 
de poder normalizar los niveles de transfección. Las células transfectadas con estas 
construcciones se dejaron crecer durante 48 horas, y fueron mantenidas en medio de 
ayuno durante dos horas. A continuación se añadieron al medio 10 µg del anticuerpo 
MEM53, y se dejaron las células en el incubador durante 6 horas más para permitir la 
expresión proteica. A continuación se lisaron las células, y se midieron las actividades 
luciferasa de Photinus y de Renilla con un "kit" de Promega. La medida de la actividad 
luciferasa de Photinus fue corregida por la medida de la actividad luciferasa de Renilla 
(Figura 22). Los resultados obtenidos indican que el anticuerpo MEM53 induce la 
fosforilación de c-Jun mediada por JNK, dando lugar a la activación transcripcional 
mediada por c-Jun. Estos resultados confirman que existe una activación de la vía de 


































Figura 22. Ensayo de actividad luciferasa en las células NIH3T3. El gráfico muestra la actividad 
luciferasa normalizada por la actividad Renilla de células que expresan el vector pMEXneo (CONTROL) 
o pMEXneo-hCD53 (hCD53), siendo la serie indicada en negro células transfectadas con  Gal Jun-RSV 
(codifica para jun silvestre), y la serie gris células transfectadas con Gal Jun ala/ala (codifica para jun 
constitutivamente inactivo). Se representa la actividad luciferasa, relativa al control en negro, que son 
células que han sido transfectadas con Jun silvestre y con el vector pMEXneo sin inserto. Se muestran la 
media y la desviación estándar de cuatro experimentos independientes realizados por duplicado. 
*representa una p < 0.001 según la función T de "Student".  
 
4.1.5. Estudio de la implicación de Vav en la ruta de señalización de CD53. 
Vav es un intercambiador de nucleótidos de guanina para las proteínas G 
monoméricas Rac1 y RhoG y en menor medida para RhoA, siendo su actividad sobre 
Cdc42 controvertida [269, 270]. Vav se expresa en células hematopoyéticas 
mayoritariamente [270], y su activación, requiere de fosforilación en tirosina [271]. 
Debido a que la activación de Vav y Rac1, conocidos activadores de JNK [272, 273], 
intervienen en la activación de linfocitos T y B a través de la ligación de sus 
correspondientes Receptores de antígeno [270], y que el antígeno CD53, así como Vav, 
se expresa mayoritariamente en células linfoides, parecía lógico pensar que Vav podría 
estar implicado en transducir la señal desde CD53 hasta JNK. Para comprobar esta 
hipótesis, se realizaron curvas de tiempo con el anticuerpo MEM53 en células Jurkat. El 
control positivo empleado fue el tratamiento de las células con 10 µg de anti CD3 
durante 2 minutos. Una vez lisadas las células se inmunoprecipitaron los extractos con 
un anticuerpo policlonal que reconoce a Vav y  se analizó la fosforilación de Vav 
mediante “western blot” con un anticuerpo anti fosfotirosina, para ver la posible 
fosforilación de Vav, y con anti Vav para comprobar que los niveles totales de la 
























































produce un incremento de la fosforilación de Vav con la adición del anticuerpo 
MEM53. De este resultado se concluye que la ligación de CD53 no es capaz de inducir 
la fosforilación de Vav, al menos por si sola, y que la señal de activación de JNK 




























Figura 23. Fosforilación de Vav mediada por CD53 en células Jurkat. Las células fueron estimuladas 
con 10 µg del anticuerpo MEM53. El grado de fosforilación de Vav se analizó mediante "western blot" 
con el anticuerpo monoclonal anti fosfo-tirosina PY99, corrigiendo por los niveles totales de Vav 
analizados mediante "western blot", del mismo gel, con un anticuerpo policlonal que reconoce a Vav.  El 
control positivo fue estimulación con 10 µg de un anticuerpo que reconoce a CD3 humano durante 2 
minutos. El gráfico muestra la media y la desviación estándar de tres experimentos independientes.  
* representa un p < 0.01 según la función T de "Student". 
 
 
La ligación de las proteínas Tetraspan y del Receptor de Células T (mediante el 
tratamiento con anticuerpos anti CD3) es capaz de inducir un efecto coestimulatorio en 
linfocitos T [8, 74]. De manera similar, la ligación del complejo de células B constituido 
por CD81/CD19/CD21/Leu-13, disminuye el umbral de señalización a través el 
Receptor de Células B [71]. Las proteínas Tetraspan están, por lo tanto, íntimamente 
relacionadas con coestimulación en linfocitos. Como se ha comentado anteriormente, la 
ligación del Receptor de las Células T induce la activación de Vav [274, 275].  
Debido a la capacidad de las proteínas Tetraspan de potenciar la señalización a 
través de los Receptores de antígeno de los linfocitos, se estudió la posible implicación 
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de CD53 en coestimulación de linfocitos T, que fue medida a través de la activación de 
Vav. Para ello, primero se determinó qué concentración de anti CD3 era capaz de 
producir una estimulación subóptima de Vav, a fin de obtener una fosforilación no 
saturada de la proteína y así poder detectar el posible incremento inducido por MEM53. 
Este dato se obtuvo realizando una curva de dosis con un anticuerpo anti CD3, y se 
visualizó la fosforilación de Vav mediante “western blot” antifosfotirosina, corrigiendo 
por la cantidad total de Vav mediante “western blot” con anti Vav (Figura 24). Como se 
puede observar en la figura, se produce un incremento gradual en el grado de 




























Figura 24. Curva de fosforilación de Vav a distintas dosis de anti CD3 en células Jurkat. Se 
realizaron "western blot" con el anticuerpo anti fosfotirosina PY99, corrigiendo por los niveles totales de 
Vav, determinados mediante "western blot" con un anticuerpo policlonal que reconoce a Vav, realizado 
en el mismo gel. El gráfico muestra la cuantificación de intensidad de fosforilación de un experimento 
representativo. 
 
Una vez determinada la dosis subóptima de estimulación de Vav por ligación de  
CD3, se realizaron experimentos de fosforilación del mismo, mediante coligación de 10 
µg de MEM53 y 0.1 µg de CD3, con 10 µg de un anticuerpo anti IgG para unir ambos, a 
fin de determinar el posible efecto sinergístico producido por ambos anticuerpos. 
Dichos anticuerpos se preincubaron a  37 ºC durante 15 minutos, a fin de que se uniesen 
entre sí y, a continuación, fueron añadidos a las células. El control positivo empleado 
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fue, tratamiento con 1 µg de anti CD3. Se determinó el grado de fosforilación de Vav 
mediante inmunoprecipitación con anti Vav y “western blot” anti fosfotirosina como en 
el caso anterior (Figura 25). Estos experimentos demuestran que  CD3 induce una 
fosforilación de Vav que no es potenciada por la co-ligación con MEM53. De estos 
resultados se puede concluir que MEM53 induce una activación de JNK, que no es 































Figura 25. Curva de tiempo de fosforilación de Vav por coligación de hCD53 y CD3. Las 
concentraciones de anticuerpos empleadas para la curva de tiempo fueron 10 µg de MEM53, dosis 
subóptima de estimulación de CD3 (anti hCD3 0.1 µg) y 10 µg de un anticuerpo anti inmunoglobulina 
para unir los otros dos. Los controles empleados fueron: anti CD3 1 µg; anti CD3 0.1 µg; MEM53 10 µg; 
anti IgG 10 µg. Se realizaron "western blot" anti fosfotirosina con el anticuerpo PY99. Los niveles de 
fosforilación de Vav se corrigieron por los niveles totales de Vav, realizando un "western blot" con un 
anticuerpo policlonal que reconoce a Vav, (ambos "western blot" se realizaron en el mismo gel). El 
gráfico muestra la media y la desviación estándar de tres experimentos independientes.   
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4.1.6. MEM53 activa p38 y ERK exógenas en células epiteliales. 
Las proteínas Tetraspan interaccionan con múltiples elementos en la membrana 
plasmática, como integrinas [20], factores de crecimiento [8, 50] y otras muchas 
moléculas, tal como se indica en la introducción. La hipótesis más aceptada hoy en día, 
es que el papel de las proteínas Tetraspan consiste, en modular la función de dichas 
moléculas y conectar diversos elementos a nivel de membrana [15]. Cabe la posibilidad, 
por tanto, de que las proteínas Tetraspan estén implicadas en transducir  varios tipos de 
señales simultáneamente. Asimismo, existen estímulos que son capaces de activar 
varias señales simultáneamente, tal es el caso de estímulos proinflamatorios (ver 
introducción), los cuales conducen a señales como la inducción de iNOS, en la cual ha 
sido implicado el antígeno CD53, como se indicó anteriormente, o la ligación de los 
Receptores de células B y T [276, 277]. Por esta razón se estudió la implicación de otras 
MAP quinasas en la vía de señalización de CD53.  
 
4.1.6.1. MEM53 activa p38 exógena en células 293T. 
La posible implicación de p38 en la vía de señalización iniciada en el antígeno CD53, se 
estudió en células 293T, las cuales fueron transfectadas con p38 clonada en el vector 
pCEFL-KZ-HA y con hCD53, del mismo modo que en los experimentos de actividad 
JNK. Transcurridas 48 horas, las células se mantuvieron en ayuno al 0.5% de suero 
durante dos horas y a continuación se realizaron curvas de tiempo con 10 µg del 
anticuerpo MEM53. Los ensayos de actividad quinasa se realizaron siguiendo el mismo 
protocolo experimental que en los ensayos de actividad JNK exógena en las células 
293T. El sustrato empleado para la reacción fue 5 µg de GST-ATF2, (Figura 26). El 
resultado obtenido en estos experimentos es que se produce una estimulación de la 
actividad quinasa de p38, como consecuencia de la ligación del antígeno CD53 
temprana que persiste más allá de los 30 minutos de estimulación Los resultados 
obtenidos indican que la ligación de CD53 expresado de manera ectópica en células 
epiteliales, es capaz, por si solo, de estimular a otras proteínas de la familia MAPK, 









































Figura 26. Ensayo de actividad p38 en células 293T. Las células fueron transfectadas con pCEFL KZ 
hCD53 y pCEFL-KZ-HA-p38. Los ensayos de actividad quinasa se realizaron utilizando como sustrato 
GST-ATF 2. Los niveles de transfección de HA-p38 fueron analizados mediante "western blot" con un 
anticuerpo contra el epítopo HA. Los controles empleados fueron: C+: anisomicina 10 µg/ml durante 30 
minutos; Vector; Vector estimulado con MEM53 durante 3 minutos. El gráfico muestra la media y la 




4.1.6.2. MEM53 activa ERK en células Cos-1. 
La posible implicación de ERK-2 en la vía de señalización de CD53 se estudió 
en las células Cos-1. La razón de no realizarlo en células 293T como los experimentos 
de JNK y p38, es que la medida de la actividad ERK requiere unas condiciones de 
ayuno que no son soportadas por las células 293T, cuya adhesión al sustrato es muy 
lábil. En este estudio, las células fueron transfectadas con  la construcción pCEFL-KZ-
HA-ERK2 y con pCEFL-KZ-hCD53. Transcurridas 48 horas se analizó, mediante 
citometría de flujo, la expresión de hCD53 en la membrana plasmática, siendo 
aproximadamente un 30% de la población positiva para CD53 (Figura 19). Una vez 
comprobado que hCD53 se expresaba en la membrana plasmática de células 
transfectadas, se realizaron los experimentos de actividad ERK. Para ello se 
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continuación, se procedió a la realización la curva de tiempo con 10 µg del anticuerpo 
MEM53, seguida de un ensayo de actividad quinasa, siguiendo el mismo protocolo que 
en los experimentos de actividad JNK y p38 exógenas. El sustrato empleado para este 
ensayo fue 10 µg de  MBP (proteína básica de la mielina), y el control positivo, 
transfección con K-Ras V12 (K-Ras en el que se ha sustituido la glicina en posición 12 
por valina, resultando una proteína constitutivamente activa), clonado en el vector 
pCEFL-KZ-Au5, (Figura 27). El resultado obtenido es una estimulación de ERK-2 
temprana y transitoria. De estos experimentos se concluye que CD53 es una molécula 
encargada de transducir múltiples señales simultáneamente, que conducen a la 
activación de JNK, p38 y ERK, al menos cuando estas proteínas son expresadas de 































Figura 27. Ensayo de actividad ERK-2 en células Cos-1. Las células fueron transfectadas con pCEFL-
KZ-hCD53 y pCEFL-KZ-HA-ERK2. El sustrato empleado fue la proteína MBP. Los niveles de 
transfección de HA-ERK2 fueron analizados mediante "western blot" con un anticuerpo contra el epítopo 
HA. Los controles empleados fueron, C+: K RAS V12; C-: vector vacío; EGF 100 ng/ml. El gráfico 
muestra la media y la desviación estándar de cuatro experimentos independientes.  
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4.2. EXPRESIÓN DE CD53 EN CÉLULAS MESANGIALES. IMPLICACIONES 
FISIOLÓGICAS Y SEÑALIZACIÓN 
Las células mesangiales están presentes en la matriz mesangial del glomérulo 
renal. Son células adherentes, de morfología estrellada, con una alta capacidad 
fagocítica, similares a la célula hepática de Kuffer, que poseen elementos contráctiles 
constituidos por filamentos de actina y miosina, similares a los de las células 
musculares lisas, y llevan a cabo la síntesis de la matriz mesangial. La célula mesangial, 
por tanto, presenta marcadas analogías con las células del músculo liso, macrófagos y 
fibroblastos, constituyendo una especie única dentro del mesangio glomerular, que lleva 
a cabo funciones secretoras, mecánicas y metabólicas. 
Estudios preliminares demostraron que CD53 tiene un importante papel en la 
fisiología de los macrófagos, estimulando la producción de óxido nítrico, mediado por 
la enzima óxido nítrico sintetasa inducible [65]. 
Debido a la similitud de las células mesangiales con células tipo macrófago, se 
pensó que era posible que el antígeno CD53 se expresara en estas células, de modo que, 
en caso positivo, se podrían estudiar las posibles implicaciones fisiológicas de este 
antígeno en dichas células. 
Se emplearon dos modelos de experimentación animal: células mesangiales 
procedentes de ratas Wistar sanas y células mesangiales procedentes de rata Wistar 
espontáneamente hipertensas (SHR). 
 
4.2.1. Determinación de la expresión de CD53 en células mesangiales. 
A fin de determinar la expresión de CD53 en la membrana plasmática de las 
células mesangiales, se marcaron las células sin permeabilizar, con el anticuerpo MRC 
OX44 y, a continuación, con un anticuerpo anti IgG conjugado con el fluorocromo 
fluoresceína (FITC). Seguidamente se analizó la expresión del antígeno CD53 en la 
membrana plasmática de células sanas e hipertensas mediante citometría de flujo. Como 
se muestra en la Figura 28, las células mesangiales expresan CD53 en la superficie de la 
membrana plasmática existiendo dos poblaciones, una de baja expresión y otra de alta 
expresión, tanto en ratas sanas como hipertensas. Las células procedentes de ratas 




















Figura 28. Las células mesangiales de rata Wistar expresan el antígeno CD53 en la superficie de la 
membrana plasmática. Las células mesangiales fueron teñidas, sin permeabilizar, con el anticuerpo 
MRC OX44 y, a continuación, con un anti IgG conjugado con el fluorocromo verde FITC. 
Posteriormente se analizó la expresión del antígeno por citometría de flujo. En la figura A se muestra la 
expresión en membrana del antígeno CD53 en ratas Wistar sanas sobre el fondo de fluorescencia que 
emite el anticuerpo anti IgG conjugado con FITC. En la figura B se muestra la fluorescencia emitida por 
el antígeno CD53, sobre el fondo del anticuerpo anti IgG-FITC sólo, en la superficie de células 
mesangiales de rata Wistar espontáneamente hipertensas. En la figura C se muestra la superposición de la 
fluorescencia de las células procedentes de rata hipertensa sobre la de las ratas sanas.  
 
La expresión de CD53 en células mesangiales, se  determinó asimismo mediante 
inmunofluorescencia. En este caso, las células fueron permeabilizadas con Brij96, 
debido a que este detergente es el que mejor preserva la presencia de las proteínas 
Tetraspan en la membrana plasmática [80]. Como se observa en la Figura 29, el 
antígeno CD53 se expresa tanto en la superficie de la membrana plasmática, como en el 
citoplasma.  
A fin de demostrar que la expresión del antígeno CD53 en las células 
mesangiales no era un artefacto del cultivo, sino que ocurría también "in vivo", se 
realizó inmunohistoquímica con secciones de tejido de ratas espontáneamente 
hipertensas, (Figura 29 B), comprobándose que, efectivamente, el tejido en condiciones 









































































































Figura 29. Análisis de la expresión de CD53 en células mesangiales, mediante inmunofluorescencia 
e inmunohistoquímica. A) Las células mesangiales de rata Wistar fueron fijadas con para-formaldehído 
y permeabilizadas con Brij-96. A continuación fueron teñidas con el anticuerpo MRC OX44 y con un 
anticuerpo secundario unido al fluorocromo CY2. La expresión de CD53 se visualizó mediante 
microscopía confocal. B) El tejido extraído de los animales fue teñido con el anticuerpo MRC OX44 y el 
antígeno fue visualizado mediante la reacción de la peroxidasa. 
 
4.2.2. Relación de los niveles de expresión de CD53 en la membrana plasmática de 
las células mesangiales con proliferación. 
Las células mesangiales procedentes de ratas espontáneamente hipertensas 
presentan una velocidad de crecimiento mayor que las células procedentes de ratas 
sanas. Este fenómeno parecía indicar que los niveles de expresión del antígeno CD53 en 
la membrana plasmática estuviesen asociados a la velocidad de división celular. Para 
comprobar esta hipótesis, se mantuvieron las células durante 24 horas en ayuno con 
carencia absoluta de suero y, otras 24 horas, con carencia de suero, pero en presencia de 
insulina, transferrina y selenio. A continuación, se analizó la expresión de CD53 en la 
superficie de la membrana plasmática, mediante citometría de flujo, comprobándose  
que, ciertamente, en células mantenidas en ayuno, la población que más CD53 expresa  




























Figura 30. Efecto del tratamiento en condiciones de ayuno sobre la expresión del antígeno CD53 en 
la superficie de células mesangiales de rata Wistar. Las células fueron marcadas con el anticuerpo 
CD53 y un anticuerpo anti IgG conjugado con FITC, para analizar la expresión del antígeno en la 
membrana plasmática. A) La figura muestra la expresión en membrana del antígeno CD53, de izquierda a 
derecha: como control, células creciendo constantemente en presencia de 10% de suero respecto al fondo 
del anticuerpo anti IgG-FITC; células mantenidas en ayuno sobre el fondo del anticuerpo anti IgG-FITC. 
B)  lo mismo con células mesangiales procedentes del riñón de ratas espontáneamente hipertensas.  
 
4.2.3. Estudio de la incorporación de timidina al ADN en células mesangiales por 
efecto del anticuerpo MRC OX44. 
Numerosos estudios preliminares indican que las proteínas Tetraspan están 
implicadas tanto en inducción como en inhibición de la proliferación celular, 
obteniéndose distintos resultados según los anticuerpos empleados, el tipo celular en 
que se realiza el estudio y la molécula Tetraspan contra la cual estén dirigidos dichos 
anticuerpos [1, 8, 44].  
La ligación del antígeno CD53 con el anticuerpo 7D2 en linfocitos T de rata, 
está descrita como un efecto inductor de la proliferación celular [44], por lo que se 
pensó que en las células mesangiales, la ligación del antígeno CD53 con el anticuerpo 
MRC OX44, podría tener asimismo efectos sobre la proliferación celular. Para 
comprobar esta hipótesis, se realizaron experimentos de medida de incorporación de 
timidina al ADN  en células de rata sana y de rata hipertensas. Las células fueron 
sometidas a condiciones de ayuno en ausencia total de suero y factores de crecimiento 
durante 24 horas. Las 24 horas siguientes, las células se mantuvieron en presencia de 
insulina, transferrina y selenio solamente, o con 10 % de suero, y en presencia o no de 


















































































anticuerpo MRC OX44 tiene un efecto potenciador de la síntesis de ADN en células 
mantenidas en ausencia de suero, mientras que la presencia de suero bloquea totalmente 
























Figura 31. El anticuerpo MRC OX44 induce un aumento en la síntesis de ADN en células 
mesangiales de rata Wistar. Las células fueron tratadas 24 horas con 10 µg del anticuerpo MRC OX44, 
en presencia o ausencia de suero. A continuación se midió la incorporación de timidina de: A) Ratas 
Wistar sanas. B) Ratas espontáneamente hipertensas. La figura muestra la media y la desviación estándar 
de seis experimentos independientes realizados por cuadruplicado. *representa una p < 0.001 según la 
función T de "Student".  
 
4.2.3. Estudio de las vías de señalización implicadas en inducir la síntesis de ADN 
mediada por CD53. 
A fin de determinar la vía de señalización implicada en transducir la señal de 
síntesis de ADN enviada por la ligación del antígeno CD53, se emplearon diferentes 
inhibidores de rutas metabólicas, en células mantenidas en ausencia de suero, para 
comprobar si alguno de ellos era capaz de bloquear el efecto inducido por el anticuerpo. 
Se utilizaron los distintos inhibidores solos o en combinación con el anticuerpo. De 
todos los inhibidores utilizados, el compuesto PD98059, inhibidor específico de MEK1, 
bloqueó totalmente el efecto de aumento de la incorporación de timidina inducido por el 
anticuerpo, mientras que inhibidores de PI 3K (wortmanina), PKC (bisindol-maleimida) 



















































































































































































































Figura 32. Efecto de inhibidores de rutas metabólicas sobre la inducción de incorporación de 
timidina por el antígeno CD53 en ausencia de suero en células mesangiales de rata Wistar. La figura 
muestra el efecto de varios inhibidores solos o en combinación con 10 µg/ml del anticuerpo MRC OX44 
sobre la incorporación de timidina tritiada. Los inhibidores son (de izquierda a derecha): bisindol 100 nM 
(inhibidor de PKC), wortmanina 100 nM (inhibidor de PI 3K), genisteína 10 ng/ml, piceatanol 100 nM 
(los dos últimos son inhibidores de tirosina quinasas), PD98059 10 µM (inhibidor de MEK). La figura A 
muestra las células mesangiales de rata Wistar sana y la figura B muestra las células mesangiales de rata 
Wistar espontáneamente hipertensa. Los gráficos representan las medias y las desviaciones estándar de 
tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. **representa una p < 0.001; *representa 
una p < 0.01; ambas relativas al control, según un análisis de ANOVA seguido del "test" de Scheffé.  
 
MEK1 es una MAPKK que fosforila selectivamente a ERK [130]. El efecto del 
inhibidor de MEK1 sobre la síntesis de ADN inducida por el anticuerpo MRC OX44, 
sugiere que la vía de ERK es la responsable de inducir este efecto. Para comprobar esta 
hipótesis, en extractos celulares totales, se realizaron “western blot” con anti fosfo ERK, 
a fin de determinar los niveles de ERK fosforilado, y con anti ERK, para corregir los 
niveles de proteína fosforilada por los niveles totales de dicha proteína. Previamente, las 
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células por placa, y se dejaron crecer durante 48 horas. A continuación se mantuvieron 
las células durante 24 horas en ausencia de suero, y otras 24 horas en presencia de los 
agonistas insulina, transferrina y selenio, en ausencia de suero. Transcurrido este 
tiempo, se realizó una curva de tiempo de estimulación con 10 µg del anticuerpo MRC 
OX44 (Figura 33). Los resultados obtenidos indican que se produce un aumento en la 
cantidad de ERK 1 y 2 fosforilado a partir de los 5-10 minutos de estimulación, que a 
continuación desciende. Este resultado confirma que la ligación del antígeno CD53 




























Figura 33. Medida de la actividad ERK en células mesangiales de rata Wistar. Se realizaron 
extractos celulares totales de las células estimuladas con 10 µg del anticuerpo MRC OX44, de los cuales 
se analizaron 30 µg de proteína total en geles de poliacrilamida. A continuación se realizaron "western 
blot" con anti fosfo-ERK, para determinar el grado de fosforilación y con anti ERK para corregir el grado 
de fosforilación por los niveles totales de proteína.  El gráfico muestra la media y la desviación estándar 
de tres experimentos independientes. *representa una p < 0.01; ** representa un p < 0.001; ambas según 
la función T de "Student". 
 
4.2.5. TGF-β como posible factor bloqueante de la síntesis de ADN inducida por 
CD53. 
El efecto inductor de síntesis de ADN producido por CD53 es bloqueado 
totalmente en presencia de suero. TGF-β es un factor inhibidor de la síntesis de ADN 
inducida por EGF en células mesangiales, la cual es dependiente de la activación de la 
ruta de ERK [278]. Se pensó, por tanto, que el factor presente en el suero capaz de 
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bloquear el efecto de OX44 podía ser TGF-β. Para comprobar dicha hipótesis se 
realizaron experimentos de medida de incorporación de timidina al ADN, añadiendo 
TGF-β al medio tanto en presencia como en ausencia de suero en combinación o no con 
el anticuerpo MRC OX44. Como se muestra en la Figura 34, TGF-β no bloquea el 
efecto inductor de la síntesis de ADN inducido por MRC OX44 en ausencia de suero, lo 
cual indica que TGF-β no es el factor presente en el suero bloqueante del efecto 









































Figura 34. El factor de crecimiento TGF-β no es capaz de bloquear el efecto de inducción de síntesis 
de ADN inducido por el antígeno CD53.  En la figura se muestran el incremento de incorporación de 
timidina tritiada al ADN, de células tratadas con el anticuerpo MRC OX44, con TGF-β, o con ambos, 
respecto al control (células no tratadas). A) Células mesangiales de rata Wistar sana; B) Células 
mesangiales de ratas Wistar espontáneamente hipertensas. La figura muestra la media y la desviación 
estándar de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. * representa una p < 0.001 
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4.2.6. Estudios de proliferación en células mesangiales por ligación de CD53. 
El aumento de la síntesis de ADN inducido por MRC OX44 parecía indicar que 
el antígeno CD53 inducía proliferación en células mesangiales. No obstante, las células 
mesangiales crecen lentamente en cultivo, por lo que parecía interesante comprobar el 
efecto de incorporación de timidina al ADN a tiempos más largos de 24 horas. Para 
realizar este experimento, las células se mantuvieron en ausencia total de suero durante 
24 horas, añadiéndose a continuación insulina, transferrina y selenio, junto con 10 µg 
del anticuerpo MRC OX44. La incorporación de timidina se realizó mediante dos 
abordajes experimentales distintos: se añadió la timidina mediante pulsos de 6 horas al 
final de tiempos de estimulación con el anticuerpo de 24, 48, 72 y 96 horas, o se añadió 
la timidina junto con el anticuerpo y los demás agonistas, de manera que la timidina 
estuvo presente de continuo en el medio, durante periodos completos de 24, 48, 72 y 96 
horas (Figura 35). La incorporación de timidina mediante pulsos de 6 horas es mayor 
durante las primeras 24 horas que en tiempos posteriores, mientras que con la presencia 
continuada de timidina en el medio, la incorporación de timidina es mayor a las 96 
horas Estos resultados indican que existe una incorporación de timidina continua, que es 
más acusada las primeras 24 horas, que en las siguientes, dando lugar a un proceso 






















Figura 35. Efecto del anticuerpo MRC OX44 sobre la incorporación de timidina en células 
mesangiales de rata Wistar durante 96 horas. La medida de incorporación de timidina se realizó 
mediante pulsos de timidina cada día de 6 horas coincidiendo con el final de ciclos de 24 horas (serie en 
negro), ó con el mantenimiento de la timidina de continuo en el medio desde el momento en que se 
añadieron los factores de crecimiento y el anticuerpo MRC OX44 (serie en gris). La figura muestra la 
media y la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado.  























Para comprobar si el anticuerpo MRC OX44 induce proliferación en células 
mesangiales, se emplearon otros métodos de medida de proliferación celular, como son 
tinción de núcleos con cristal violeta y medida de la actividad mitocondrial con un 
ensayo XTT, en células mantenidas en depleción durante 24 horas. A continuación se 
añadieron al medio insulina, transferrina y selenio y 10 µg del anticuerpo MRC OX44, y 
se analizaron muestras a las 24, 48, 72 y 96 horas de haber añadido el anticuerpo. 
(Figura 36). Los resultados obtenidos indican que existe un aumento muy pequeño del 
número de células y de la actividad mitocondrial, que indican tan solo una leve 
inducción de la proliferación celular. Estos indican que la ligación del antígeno CD53 
en células mesangiales no da lugar a un aumento relevante en el número de células, lo 































Figura 36. Ensayos de proliferación mediante medida de actividad metabólica y tinción de núcleos 
en células mesangiales de rata Wistar. A) Se midió la actividad respiratoria mitocondrial por la 
conversión de XTT, que da lugar a un producto coloreado naranja, en tiempos de reacción de tres horas. 
Se recogieron muestras durante cuatro días y se midió la absorbancia a 490 nm. Cada día se corrigió la 
absorbancia obtenida con el anticuerpo por la obtenida con el control. B) Se tiñeron los núcleos con 
Cristal Violeta, recogiendo muestras a los mismos tiempos que en A, y se midió la absorbancia a 595 nm. 
El gráfico muestra la media y la desviación estándar de tres experimentos realizados por cuadruplicado.  
* representa una p < 0.05; **representa una p < 0.01; *** representa un p < 0.001; todas calculadas según 
la función T de "Student". 












































































































































Otro marcador frecuentemente utilizado para el análisis de proliferación celular 
es la medida de expresión de la proteína PCNA (antígeno nuclear de proliferación 
celular), la cual es un cofactor de las polimerasas de ADN δ y ε y es activada tanto en 
procesos de reparación de ADN [279] como de síntesis de ADN, debida a proliferación 
celular [280]. Los niveles de expresión de PCNA en células mesangiales tratadas con el 
anticuerpo MRC OX44 a distintos tiempos, se midieron realizando "western blot " en 
extractos celulares totales, con un anticuerpo que reconoce a dicha proteína, corregidos 
por los niveles de expresión de β-actina (Figura 37). Los resultados obtenidos indican 
que no existe un cambio en los niveles de PCNA, por tratamiento con el anticuerpo, al 

















Figura 37. Análisis de la expresión de la proteína PCNA en células mesangiales. En extractos 
celulares totales de células mesangiales de rata Wistar, estimuladas con 10 µg del anticuerpo MRC OX44, 
se analizó la expresión de la proteína PCNA mediante “western blot”, utilizando un anticuerpo 
monoclonal que reconoce a PCNA a una dilución 1:5000. Los niveles de carga en cada punto fueron 
determinados mediante “western blot” con un anticuerpo monoclonal que reconoce a la β-actina.  
 
4.2.7. Análisis del ciclo celular en células mesangiales de rata Wistar tratadas con 
el anticuerpo MRC OX44. 
La medida de ciclo celular por incorporación de yoduro de propidio al ADN y 
análisis por citometría de flujo, indica el estado del ciclo celular en que se encuentra una 
población de células. Para poder concluir qué efecto estaba induciendo el antígeno 
CD53 en las células mesangiales, se analizaron células mantenidas en ayuno durante 48 
horas en las mismas condiciones en que se mantuvieron para realizar los experimentos 
de medida de incorporación de timidina al ADN. Se analizaron dos grupos de células, 
unas tratadas con 10 µg del anticuerpo MRC OX44, y otras sin tratar, estas últimas 
empleadas como control, y se recogieron muestras a tiempos de 24, 48, 72 y 96 horas. 
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de la población correspondiente a apoptosis, como de síntesis de ADN, respecto a las 
células control, a expensas de una disminución de la población en G1. La suma de los 
incrementos en S y G2 es de entre un 5 y un 10 % durante las primeras 72 horas, 
mientras que a las 96 horas ya no existe dicho incremento (Figura 38). De estos 
resultados podemos concluir que el antígeno CD53 induce un leve incremento en la 
síntesis de ADN que ocasiona que una pequeña subpoblación celular entre en fase S, y 
otra pequeña población llegue al estadio G2. Existe otra pequeña subpoblación que 






































































































Figura 38. Efecto del anticuerpo MRC OX44 en el ciclo celular de las células mesangiales de rata 
Wistar. Las células se tiñeron con yoduro de propidio y se analizaron mediante citometría de flujo. La 
figura muestra los histogramas de número de células en el eje Y, respecto a la Fluorescencia 2H (valor de 
altura de pico de fluorescencia) en el eje X, de 10.000 eventos, de los cuales se analizó el total. Se 
tomaron 4 marcadores que indican: M1, porcentaje de células en apoptosis; M2, porcentaje de células en 
G0-G1; M3, porcentaje de células en S. M4, porcentaje de células en G2. Se indican la amplitud del 
intervalo que ocupa cada marcador en el eje X y el porcentaje de eventos en dicho intervalo. 
 CONTROL MRC OX44
M     INTERVALO     % Total
1             20, 180               5.60    
2           180, 250             74.82
3        250, 325               5.08
4           325,1023            14.65
M     INTERVALO      % Total
1            20, 180               9.37       
2          180, 250             61.82  
3          250, 325             12.31 
4          325,1023           17.28   
M     INTERVALO     % Total  
1 20, 180             15.58   
2 180, 250            50.89   
3           250, 325              8.37     
4           325,1023           25.58
M     INTERVALO     % Total
1             20, 180              19.31  
2           180, 250 42.96   
3           250, 325              11.69 
4           325,1023 26.56  
M     INTERVALO     % Total
1              20, 145             8.74
2            145, 240           63.00
3            240, 325           10.99
4 325,1023         17.64
M     INTERVALO      % Total
1              20, 145         9.45   
2            145, 240      57.27 
3            240, 325      14.06   
4            325,1023     19.63 
M     INTERVALO     % Total  
1              20, 170            19.25  
2            170, 250            47.18  
3 250, 325   6.55    
4 325,1023           27.27  
M     INTERVALO     % Total 
1              20, 170            24.09
2            170, 250            43.83   
3 250, 325              8.47    







4.3. EFECTO DE LA LIGACIÓN SOSTENIDA EN EL TIEMPO DE CD53 EN 
CÉLULAS IR938F 
 La ligación del antígeno CD53 produce efectos fisiológicos en células linfoides. 
En las células IR938F, concretamente, la ligación de dicho antígeno con el anticuerpo 
MRC OX44 induce agregación homotípica [92]. La coligación sostenida en el tiempo 
de las proteínas Tetraspan CD53, CD81, CD82 y CD9, junto con dosis subóptimas de 
anticuerpos anti CD3, en el linfoma T humano, Jurkat, produce un efecto 
coestimulatorio, medido por síntesis de IL-2, acompañado de adhesión homotípica, que 
va acompañada de una inhibición en la proliferación [8]. Los anticuerpos anti Tetraspan, 
por si solos, también inducen un efecto antiproliferativo, aunque menos potente que el 
producido mediante coestimulación [8]. Existe, por tanto, la posibilidad de que la 
presencia sostenida del anticuerpo MRC OX44 en el medio de cultivo de las células 
IR938F, tenga un efecto sobre la proliferación celular. Para comprobar esta hipótesis, se 
estudiaron los efectos inducidos por el anticuerpo MRC OX44, en las células IR938F. 
Para ello, las células crecieron en presencia de 10% de suero bovino fetal, hasta una 
densidad de 5 x 105  células por mililitro y se mantuvieron en ayuno, en ausencia de 
suero, durante 12 horas. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo se cambió a 
medio de ayuno con 0.5% de suero bovino fetal, y se añadieron 10 µg del anticuerpo 
MRC OX44 en unos casos, y nada, en otros, a fin de emplear estas últimas células como 
control. Se recogieron muestras a varios tiempos, desde 1 hora, hasta 72 horas. De las 
células tratadas, 1 x 106 fueron teñidas  con bromuro de propidio, tal como se indica en 
el apartado de materiales y métodos, y analizadas en su estado del ciclo celular por 
citometría de flujo, y 2 x 106  células fueron lisadas para analizarlas mediante "western 
blot". 
 
4.3.1. Análisis del ciclo celular en las células IR938F tratadas con el anticuerpo 
MRC OX44. 
Los resultados obtenidos mediante medida del ciclo celular por citometría de 
flujo, de células tratadas con el anticuerpo, y los correspondientes controles sin tratar, 
indican que el anticuerpo MRC OX44, provoca que las células se mantengan en un 
estado proliferativo, (Figura 39), con el típico patrón de población heterogénea de 
células en crecimiento, donde se observa una pequeña población en apoptosis, una 
población en G1, células que están replicando el ADN, y células que han alcanzado el 
estado G2. Este proceso persiste, incluso, tras 72 horas post-tratamiento. Las células 
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control inicialmente siguen este patrón; no obstante, transcurridas 12 horas, las células 
sin tratar comienzan a acusar la ausencia de suero y entran en apoptosis, con un 
desplazamiento gradual de toda la población a la zona del histograma que indica 
degradación del ADN, de manera que a las 72 horas en presencia de 0.5% de suero, la 
mayor parte de la población control ha comenzado un proceso apoptótico, mientras que 
la población tratada con el anticuerpo MRC OX44, continúa teniendo un patrón de 
crecimiento normal. Estos resultados demuestran que la ligación del antígeno CD53 






































































































Figura 39. Efecto del anticuerpo MRC OX44 en el ciclo celular de las células IR938F. La figura 
muestra los histogramas de número de células, en el eje Y respecto a la fluorescencia 2H (valor de altura 
de pico de fluorescencia) en el eje X, de 10.000 eventos, de los cuales se analizó el total. Se tomaron 4 
marcadores que indican: M1, porcentaje de células en apoptosis; M2, porcentaje de células en G0-G1; M3, 
porcentaje de células en S; M4, porcentaje de células en G2. Se indica la amplitud del intervalo que ocupa 
cada marcador en el eje X y el porcentaje de eventos en dicho intervalo. 
M     INTERVALO     % TOTAL
1           20, 320                 9.32 
2         320, 430               37.27  
3         430, 630               31.56  
4         630,1023              22.23  
M     INTERVALO     % TOTAL
1            20, 320  9.73   
2          320, 430               34.65   
3          430, 630               30.57 
4          630,1023              25.46   
M     INTERVALO     % TOTAL  
1           20, 280               29.97 
2         280, 420               34.72  
3         420, 590               21.31 
4         590,1023              14.38   
M     INTERVALO     % TOTAL
1           20, 280                 6.84  
2         280, 420           40.78   
3         420, 590               23.24  
4         590,1023              29.48 
M     INTERVALO     % TOTAL
1             20, 320                6.64    
2           320, 430 40.64   
3           430, 630              29.68   
4           630,1023             23.30   
M     INTERVALO     % TOTAL 
1             20, 270              21.41 
2           270, 390              36.49
3           390, 570              27.00   
4           570,1023             15.70 
M     INTERVALO     % TOTAL
1             20, 270               8.00 
2           270, 390             38.61   
3           390, 570             26.74  










4.3.2. Análisis mediante "western blot" de los niveles de expresión de las proteínas 
PCNA y PARP. 
Los niveles de expresión de las proteínas PCNA y PARP se analizaron mediante 
"western blot" en extractos celulares totales. La proteína PCNA, como se ha comentado 
anteriormente, está implicada en procesos de reparación y de proliferación. La proteína 
PARP, poli ADP-ribosa polimerasa, es hidrolizada durante la apoptosis por la caspasa-3 
[280], de manera que, en condiciones normales, la proteína tiene un peso molecular de 
113 KDa, y la forma hidrolizada por la caspasa-3 da lugar a un producto proteolítico de 
89 KDa. La expresión de ambas proteínas fue analizada por "western blot" con 100 µg 
de proteína total, procedente de extractos celulares totales, de las células IR938F. La 
extracción total de PCNA requiere la solubilización de la membrana nuclear y digestión 
del ADN para liberar la proteína localizada en el núcleo asociada al ADN. Los niveles 
de carga se determinaron mediante “western blot” con 20 µg de proteína total, 
visualizando la proteína con un anticuerpo monoclonal que reconoce a la  β-actina. 
Los niveles de la proteína PCNA permanecen constantes en todos los puntos, no 
observándose cambios de niveles a lo largo del tiempo, ni con la adición del anticuerpo 
MRC OX44, con lo que se puede concluir que este análisis no nos aporta información 
(Figura 40). El análisis de la expresión de la proteína PCNA está considerado como un 
ensayo de medida de proliferación; no obstante, como se ha destacado anteriormente, 
los niveles de expresión de esta proteína aumentan tanto en procesos de proliferación 
como de reparación, por lo que no sería un buen marcador de proliferación.  
Los niveles de expresión de PARP, proteolizada y no proteolizada indican que a 
partir de las 12 horas de tratamiento con el anticuerpo MRC OX44, se produce un 
aumento de la proteína proteolizada en los controles correspondientes a células sin 
tratar, que no se observa en las células tratadas con el anticuerpo (Figura 40). La 
proteolisis de la proteína PARP se debe, como se ha comentado anteriormente, a la 
acción específica de la caspasa-3, la cual resulta activada durante el proceso de 
apoptosis. Estos resultados confirman que la ligación del antígeno CD53 con el 
anticuerpo MRC OX44, induce protección frente a la apoptosis ocasionada por falta de 


























Figura 40. Análisis de la expresión de las proteínas PCNA y PARP mediante “western blot” en las 
células IR938F. En extractos celulares totales se realizaron “western blot”  con los anticuerpos anti 
PARP y PCNA a una dilución 1:5000. La cantidad total de proteína en cada punto se determinó mediante 
“western blot” anti β-actina. 
MRC OX44



























































Antecedentes del mecanismo de transducción de señales a través de las proteínas 
Tetraspan. 
Las proteínas Tetraspan, como se ha comentado en la introducción, poseen dos 
dominios extracelulares muy variables [7]. Esto hizo suponer que dichos dominios, 
estuviesen implicados en interacciones específicas de cada proteína, mientras que los 
dominios transmembrana y citosólicos estarían implicados en interacciones comunes 
para todos los miembros de la familia y en transmisión de señales de un modo general 
[7]. No obstante, recientemente se ha descrito que el dominio EC2, a pesar de su 
elevada divergencia en secuencia de aminoácidos, tanto dentro de la familia como de la 
Filogenia, tiene un plegamiento común a todos los miembros que consiste en tres 
hélices conservadas, en las que está insertado un subdominio variable [6]. Las 
interacciones descritas hasta el momento entre las proteínas Tetraspan y otras proteínas 
de membrana incluyen este dominio, y son interacciones tanto comunes de todos los 
miembros [20, 21, 32], como específicas [8, 75, 78]. 
Los dominios citosólicos no se ha descrito hasta el momento que tengan 
actividad enzimática intrínseca, ya que no se ha observado autofosforilación ni 
fosforilación de ningún sustrato, pero están implicados en interacciones con moléculas 
de señalización citoplásmicas, constitutivas, como en el caso de PI 4K [22, 23] o 
dependientes de activación, como en el caso de PKC.  
Actualmente se conocen ciertas señales y funciones de las Tetraspan, y se piensa 
que el dominio EC2 es el responsable de las interacciones comunes y específicas, que 
conecta señales exteriores con el interior celular, mientras que los dominios citosólicos 
serían los encargados de transducir las señales generales en que han sido implicadas las 
Tetraspan. Esta hipótesis está avalada por el hecho de que existen numerosos 
anticuerpos dirigidos contra el dominio EC2, que son capaces por si solos de enviar 
señales al interior celular, y que la mayoría de esas señales, como aumento de los 
niveles de calcio intracitoplásmicos [62, 65] o fosforilación en tirosina [44], son 
comunes a todos los miembros. El mecanismo al cual imitan estos anticuerpos es 
desconocido. Es posible que dichos anticuerpos induzcan cambios conformacionales 
que influyan en las moléculas de membrana a las cuales se asocian las Tetraspan, de 
forma que éstas tengan la función de modular los mecanismos en los cuales intervienen 
otras proteínas de membrana. Otra posibilidad es que estos anticuerpos mimeticen el 
efecto de algún ligando soluble o de matriz extracelular, que señalice a través de las 
Tetraspan por sí mismas, cuya identidad no ha sido determinada hasta el momento.  
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El que las señales transducidas por las Tetraspan y las funciones en que 
participan sean comunes a todos los miembros, parece ser debido al hecho de que las 
proteínas Tetraspan interaccionan entre sí formando macrocomplejos, donde las 
interacciones específicas para un miembro se aportan al complejo, de manera que éste 
funciona como un todo. 
 Sin embargo, aparte de estos fenómenos generales, poco se sabe de las 
moléculas encargadas de transducir las señales enviadas por la ligación de los antígenos 
Tetraspan. En el presente trabajo se aportan datos sobre las señales enviadas por la 
ligación del dominio EC2 de la Tetraspan CD53, desconocidos hasta el momento. 
Dichas señales son transmitidas por los anticuerpos por sí solos y no dependen de otros 
coestímulos. 
 
El antígeno CD53 en señalización linfoide. 
El antígeno CD53 se expresa particularmente en el tejido linfoide [7], aunque 
también se expresa en epitelios, como queratinocitos [16] y en las células mesangiales 
de glomérulo renal, tal como se describe en este trabajo. Este antígeno está implicado en 
diferenciación linfoide, por su expresión según los estadios de diferenciación en 
linfocitos T [109]. 
El anticuerpo MEM53 y el anticuerpo MRC OX44, que reconocen a la molécula 
CD53 humana y su homólogo en rata, respectivamente, producen los citados efectos de 
aumento de los niveles de calcio intracitoplásmicos y fosforilación en tirosina [44, 64]. 
El anticuerpo MRC OX44 además induce la formación de diacilglicerol e inositol 
trifosfato, así como activación de PKC medida por su translocación a la membrana 
plasmática  [65]. 
En el presente trabajo se describe que, en linfocitos B y T, la ligación del 
antígeno CD53 es suficiente por sí sola para producir la activación de JNK, comprobada 
mediante ensayos de actividad quinasa, tanto de la proteína endógena como de la 
exógena [291], por fosforilación de dos sustratos conocidos de JNK como son c-Jun y 
ATF-2 [131]. Asimismo, la activación transcripcional mediada por fosforilación de c-
Jun silvestre, y la falta de activación transcripcional a través de un mutante de c-Jun 
truncado en los sitios de fosforilación de JNK, confirman la activación de JNK por 
ligación del antígeno CD53, y su consiguiente efecto de activación transcripcional.  
El significado fisiológico de la activación de JNK mediada por CD53 en células 
linfoides no se conoce, pero se sabe que JNK participa en procesos pro-inflamatorios en 
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células hematopoyéticas. JNK es activada en macrófagos tras estimulación con 
lipopolisacárido [281, 282] y la expresión de JNK es inducida en linfocitos T CD4+ 
periféricos durante su diferenciación a células efectoras Th1 y Th2 [283]. JNK también 
participa en la expresión de la citoquina pro-inflamatoria TNF-α [284] y es requerida 
para la expresión de E-selectina inducida por TNF-α, en células endoteliales, lo cual es 
un efecto crítico para la adhesión e infiltración de leucocitos [285, 286]. Existen tanto 
experimentos que indican la activación de las MAPK JNK, p38 y ERK, como su 
inhibición por estrés oxidativo [287, 288]. NO es capaz de activar Ras por S-
nitrosilación, lo que conlleva la activación de PI 3K y Raf-1, dando lugar a la activación 
de ERK [289]. La producción de óxido nítrico mediada por IFN-γ  produce la S-
nitrosilación de la cisteína 116 de JNK1 de macrófagos, lo cual conlleva la inhibición de 
la actividad de JNK1 [290]. La cisteína 116 está conservada en las JNK, lo cual indica 
que, de entre todas las vías de MAPK que resultan activadas durante la respuesta 
inflamatoria, el óxido nítrico específicamente reprime la actividad de JNK. Esto sugiere 
que la inactivación de JNK es crítica para la finalización de la respuesta inflamatoria. 
Todos estos resultados concluyen que JNK es estimulada durante el proceso 
inflamatorio y es reprimida en el momento de bloquear la inflamación para que este no 
sea un proceso permanente. [288]. Previos estudios describieron que la ligación del 
antígeno CD53 por el anticuerpo MRC OX44 interviene en el aumento en los niveles de 
NO en el sobrenadante de cultivo de macrófagos de rata [65]. En el presente trabajo se 
demuestra que CD53 interviene en la estimulación de JNK en células inflamatorias 
como Jurkat [291]. Todos estos resultados parecen indicar que CD53 esté regulando los 
procesos inflamatorios tanto en su progresión como en su posterior vuelta al estado 
basal.  
Otras evidencias de la relación de CD53 con inflamación son, que el antígeno 
CD53 se ha encontrado ausente en una familia que sufre un extraño síndrome, 
caracterizado por numerosas infecciones recurrentes y heterogéneas, cuya única 
alteración manifiesta es la ausencia de expresión de este antígeno en linfocitos y 
neutrófilos [111]. Por otro lado, la ligación de CD53 con el anticuerpo HI29, produce 
adhesión homotípica en células linfoides, incluyendo unas células con una alteración 
que causa un síndrome de deficiencia de adhesión leucocitaria [93]. Por esta 
implicación del antígeno CD53 en adhesión, y debido a que es la proteína Tetraspan que 
más próxima se encuentra en la membrana con moléculas MHC [41], los enfermos que 
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presentan ausencia de expresión de CD53, podrían tener dificultades en la infiltración 
leucocitaria o en presentación antigénica. 
Vav es un intercambiador de nucleótidos de guanina para proteínas G 
monoméricas, expresado principalmente en el sistema linfoide, que activa la 
fosforilación de JNK en linfocitos T y B, por ligación del TcR y del BcR 
respectivamente [270]. Debido a que CD53 se expresa, de igual manera que Vav, en el 
sistema linfoide principalmente, y que tanto CD53 como Vav están en la ruta de 
señalización de JNK, existía la posibilidad de que anticuerpos contra CD53 pudiesen 
estimular ambas moléculas. Sin embargo, en las células Jurkat, linfoma T humano, el 
anticuerpo MEM53, no provoca la fosforilación de Vav [291]. No obstante, en las 
células Jurkat, anticuerpos contra varias Tetraspan son capaces de inducir una respuesta 
coestimulatoria con CD3 medida como inhibición de la proliferación y producción de 
IL-2 [8]. Dicha coestimulación se produce cuando hay anti CD3 fijo en la placa de 
cultivo y los anticuerpos anti Tetraspan son añadidos al cultivo en alta concentración 
durante largos periodos de tiempo, (24-48 horas) [8]. Debido a estos resultados, se 
pensó que CD53 podría tener un efecto coestimulatorio con el TcR; sin embargo, en el 
sistema empleado en este trabajo, cuando coestimulamos las células Jurkat con el 
anticuerpo MEM53 y dosis subóptimas de estimulación de CD3, se observa una 
inducción de la fosforilación de Vav, que corresponde a la de la ligación de CD3 sólo, y 
que no es potenciada por la presencia del anticuerpo MEM53. MEM53 no es capaz, por 
tanto, de inducir una respuesta coestimulatoria con CD3 para la activación de Vav a 
tiempos cortos [291]. Estos resultados indican que la molécula CD53 no tiene un papel 
coestimulatorio en el contexto de señalización del TcR, al menos en las condiciones 
experimentales empleadas en este trabajo. Sin embargo, no se puede afirmar que CD53 
no potencie el efecto estimulatorio de CD3, ya que las condiciones experimentales 
descritas en este trabajo, son diferentes tanto en tiempo como en concentración del 
anticuerpo MEM53 a las de Lagaudriere-Gesbert y colaboradores [8]. 
CD19, correceptor del Receptor de las Células B, se asocia con el receptor del 
complemento, CD21, conectando la inmunidad humoral y la inmunidad innata. La 
ligación de CD19 provoca aumento en los niveles de calcio del citosol sin inducir 
fosforilación de PLCγ, lo que sugiere que lo que provoca es un aumento de la eficiencia 
de la enzima o de la disponibilidad del sustrato. CD19 produce un efecto 
coestimulatorio con el receptor de células B para la estimulación de ERK2, JNK y p38, 
y aumenta la fosforilación de Vav por sí sólo, pero este efecto es mayor por coligación 
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con el receptor de células B. El antígeno CD81, que forma parte del complejo de 
señalización de CD19 y CD21, y contribuye  a la señalización mediada por calcio, 
podría tener un efecto cooperativo en la coestimulación del BcR, aunque dicha 
implicación no ha sido descrita. Otras Tetraspan, como CD82 y CD9 interaccionan con 
CD19, aunque a diferencia de lo que ocurre con CD81, la asociación no es  directa. La 
ligación de CD53 no induce un aumento en los niveles de fosforilación de Vav, a pesar 
de activar a JNK [291] e inducir aumento en los niveles de calcio intracitoplásmicos, 
[44, 64] lo que sugiere que no coopera con la coestimulación del receptor de células B 
mediada por CD19, o que su distancia en el complejo es lo suficientemente grande 
como para que la ligación de CD53 con anticuerpos no llegue a modular la señalización 
de CD19. Estos resultados demuestran, que la activación de JNK por ligación de CD53 
en las condiciones experimentales empleadas en el presente trabajo, no corresponde al 
desencadenamiento de una respuesta típicamente linfoide, como pueda ser la activación 
de los receptores de las células T y B. Dicha respuesta podría, en cambio, estar 
mediando las señales enviadas por estímulos ubicuos por si mismo o modulando la 
actividad de otras moléculas como integrinas, factores de crecimiento o MHC. 
 
Señalización iniciada en el antígeno CD53 en células epiteliales. 
En células epiteliales, que no expresan CD53 de manera natural, transfectadas 
con JNK y con CD53, se comprobó que es posible reconstituir el sistema de 
señalización de CD53 en células que no expresan este antígeno de forma natural, pero 
que sí expresan otras moléculas de la familia Tetraspan cuya distribución es ubicua [7]. 
La ligación de CD53 en células linfoides y epiteliales, produce la misma señal, 
activación de JNK, con una cinética similar, sugiriendo que la función de esta 
activación juega un papel biológico general, pudiendo estar mediando procesos tanto 
específicos del sistema inmune como generales. En el sistema epitelial linfoide 293T, se 
estudió la implicación de otras MAPK en la ruta de señalización de CD53, y se vio que 
ERK y p38 también resultan activadas por la ligación de CD53 en este sistema. A pesar 
de que su estimulación en un sistema linfoide, que expresa CD53 de manera natural, no 
ha sido comprobada, cabe pensar que la respuesta sea similar, como ocurre en el caso de 
JNK; sin embargo, la cinética de activación de JNK, ERK y p38 es diferente. Mientras 
que para JNK se observa una rápida subida, seguida de una rápida bajada, p38 presenta 
una rápida subida más persistente en el tiempo y ERK presenta también una activación 
transitoria. Estos resultados sugieren que CD53, expresado de manera ectópica, entra a 
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formar parte de los complejos macromoleculares de proteínas Tetraspan. Las proteínas 
Tetraspan, cuando son sobre-expresadas en tejidos en los cuales no se expresan de 
forma natural, entran a formar parte del complejo mediante asociaciones 
intermoleculares dentro de la familia, entrando en competencia con otros miembros de 
la familia, por la asociación de unos con los otros, pudiendo quedar algunos miembros 
expresados de manera natural por el tejido, excluidos del complejo, al menos en cierta 
medida [18]. Las consecuencias funcionales que la modificación del complejo pueda 
ocasionar, son hasta el momento desconocidas. 
La incorporación de las moléculas Tetraspan a los complejos macromoleculares, 
en situaciones en que no debieran expresarse, y la competencia que establecen con los 
otros miembros de la familia por entrar a formar parte de dicho complejo, podría tener 
un papel en el desarrollo tumoral, ya que estas proteínas aparecen sobre-expresadas en 
tumores, cuyo tejido sano no expresa dicha proteína, como ocurre con CO-029 en 
carcinomas del tejido digestivo, [118], SAS en sarcomas [119], y CD63, antígeno 
intracelular que aparece en la membrana plasmática de células de melanoma [100].  
El hecho de que una misma señal active al menos tres vías simultáneamente 
indica dos posibilidades: CD53 está señalizando las tres vías por sí solo, o bien está 
modulando los efectos de otras moléculas con las cuales interaccionan las Tetraspan, 
como MHC o integrinas, modulando el efecto de una de ellas o que el efecto del 
anticuerpo afecte a varias interacciones simultáneamente.  
 
Relación de las respuestas inducidas por CD53 con las de otras moléculas que 
interaccionan con las Tetraspan. 
La ligación de las moléculas Tetraspan produce los mismos efectos que la de 
otras moléculas como MHC o integrinas.  
La ligación de MHC I induce activación de tirosina quinasas y aumento de los 
niveles de calcio intracitoplásmicos [292, 293]. MHC-I transduce señales en todos los 
tipos celulares donde se expresa, desde linfocitos hasta fibroblastos [294] y, al igual que 
con los anticuerpos anti Tetraspan, las respuestas varían dependiendo del anticuerpo 
utilizado, el tipo celular o el grado de coestimulación. La ligación de las moléculas 
MHC-I produce muchos efectos como adhesión, apoptosis, anergia, secreción de IL-2 o 
proliferación,  [295]. La fosforilación en tirosina inducida por MHC-I incluye proteínas 
como p56lck, ZAP-70, o p72syk [295]. Ésta última también es activada por ligación de 
CD9 [68]. Asimismo la ligación de MHC-I regula la fosforilación en tirosina inducida 
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por ligación de CD3 [293], y puede inhibir la proliferación inducida por dicha 
coestimulación [296]. De la misma manera, la ligación tanto de las moléculas Tetraspan 
como de MHC I son capaces de inducir una respuesta coestimulatoria en células T, que 
va acompañada de un bloqueo de la proliferación [8]  
El aumento en los niveles de calcio intracitoplásmicos producido por ligación de 
MHC I, está mediado posiblemente por la fosforilación en tirosina de PLC-γ1 [292]. La 
ligación de las Tetraspan produce aumento en los niveles de calcio intracitoplásmicos, 
aumento de DAG, e IP3, lo que hace pensar que también requiera la estimulación previa 
de PLC- γ. 
La estimulación de MHC I, al igual que lo descrito en el presente trabajo para 
CD53, produce fosforilación de JNK [291]. La estimulación de JNK por ligación de 
MHC I es dependiente de PI 3K [297], mientras que la implicación de PI 3K en la 
activación de JNK mediada por CD53 no ha sido descrita. La activación de JNK 
mediada por la ligación de MHC I, en linfocitos T humanos, da lugar a apoptosis en un 
proceso que implica a MKK4 y PI 3K [297], mientras que la implicación de las 
Tetraspan en este proceso no ha sido demostrada. Los resultados descritos hasta la fecha 
que relacionan a MHC-I y las Tetraspan, como inductores de los mismos procesos por 
ligación con anticuerpos describen procesos de proliferación y adhesión, pero no de 
apoptosis. Ejemplos de equivalencia funcional de las proteínas Tetraspan y MHC-I se 
dan en linfocitos T humanos, donde la coligación de las Tetraspan o MHC-I con el 
Receptor de células T provoca activación celular y bloqueo de la proliferación [8], 
mientras que células epiteliales adheridas sobre anticuerpos contra las Tetraspan o 
contra MHC-I presentan escasa extensión y baja fosforilación de FAK [80]. 
La adhesión inducida por MHC-I es, así como la señalización, dependiente del 
tipo celular y del anticuerpo empleado, siendo promovida o inhibida según el caso [298, 
299], pudiendo ser dependiente o independiente de LFA-1 [298]. La adhesión mediada 
por MHC-I requiere activación de PKC y fosforilación en tirosina [298], al igual que 
ocurre con la adhesión homotípica inducida por ligación del antígeno CD53 con el 
anticuerpo MRC OX44 en células B de rata [92]. Por otro lado, CD53 parece ser la 
molécula Tetraspan más cercana a las moléculas MHC en la membrana plasmática [41]. 
Las moléculas MHC-I, al igual que las Tetraspan, no presentan actividad quinasa 
intrínseca en sus dominios citosólicos. La señalización inducida por MHC-I es 
independiente del dominio citoplásmico, y la adhesión requiere del dominio 
transmembrana, pero no el citoplásmico de MHC-I [300], por lo que se postula que las 
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funciones mediadas por MHC-I son dependientes de su interacción con otras moléculas 
de membrana [295]. Las moléculas MHC-I interaccionan con varias moléculas en la 
membrana plasmática además de con las Tetraspan, como son CD8, CD20, TCR/CD3, 
CD45, o receptores de EGF, insulina e IL-2 [295]. Debido a que anticuerpos contra las 
Tetraspan y contra MHC-I producen los mismos efectos en señalización y adhesión, 
sugiriendo que los efectos inducidos por ambas moléculas dependen de su interacción 
mutua, cabe la posibilidad de que las moléculas asociadas a MHC-I encargadas de 
transducir las señales al interior celular, sean las Tetraspan. Si esta hipótesis resulta 
cierta, la principal proteína Tetraspan implicada en este proceso podría ser CD53, por 
ser la más próxima de las moléculas de esta familia a las proteínas MHC, en la 
superficie celular. 
Las integrinas interaccionan con las proteínas Tetraspan, generalmente de 
manera constitutiva [20], dando lugar a complejos macromoleculares, en los cuales, las 
Tetraspan modulan la adhesión mediada por integrinas [51, 95]. La asociación entre 
ambos tipos de moléculas parece ser muy específica, ya que únicamente las integrinas 
α3β1, α4β1, α6β1, en todos los casos, y α5β1 en algunas ocasiones, se han encontrado 
asociadas con las proteínas Tetraspan, y si bien estas integrinas se asocian con todas las 
Tetraspan con las cuales se ha estudiado dicha interacción, la estabilidad de la misma es 
diferente, siendo CD81 y CD151 las Tetraspan que más establemente interaccionan con 
integrinas [32]. 
Las integrinas median progresión del ciclo celular, de forma general, mediante 
un proceso en el que está implicada la estimulación de JNK a través de FAK. Si 
consideramos que anticuerpos contra las Tetraspan son capaces de modular la 
activación de FAK [80], y de activar JNK, y que algunos anticuerpos contra las 
Tetraspan son capaces de inducir proliferación, es posible que las Tetraspan tengan un 
papel en la progresión del ciclo celular mediada por integrinas tipo β1, FAK y JNK.  
Las moléculas Tetraspan interaccionan con factores de crecimiento y sus 
precursores, así como con receptores de los mismos [8, 36, 50]. Estas moléculas están 
implicadas, así como las Tetraspan, en proliferación y migración. Estas interacciones 
son específicas, y se ha descrito que tienen un papel fisiológico. Las Tetraspan se han 
relacionado con la inducción de metaloproteasas de membrana [106], necesarias, entre 
otros procesos, para la solubilización de factores de crecimiento. La implicación de las 
Tetraspan en proliferación podría explicarse, al menos en parte, por su papel en  
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modulación de señales inducidas por factores de crecimiento y en solubilización de los 
mismos.  
 
Expresión de CD53 en células Mesangiales. Significado fisiológico de la expresión del 
antígeno CD53 en el Mesangio Glomerular. 
La proteína Tetraspan CD53 se consideró durante mucho tiempo un antígeno 
expresado exclusivamente en tejido linfoide; sin embargo, dicha proteína se expresa en 
algunas células epiteliales [16]. Las funciones promovidas por este antígeno son 
proliferación, señalización o desarrollo linfoide. En macrófagos de rata provoca 
inducción de óxido nítrico sintetasa y producción de óxido nítrico mediante un 
mecanismo dependiente PKC. Esto indica que CD53 puede estar expresado en otras 
células similares a los macrófagos y con funcionalidad similar, como las células 
hepáticas de Kuffer o las células mesangiales del glomérulo renal. En este trabajo se 
describe que el antígeno CD53 se expresa, efectivamente, en otros tipos celulares con 
similitud a los macrófagos, como son las células mesangiales. Las poblaciones de 
células mesangiales son heterogéneas, teniendo unas células mayor capacidad contráctil 
y otras mayor capacidad fagocítica. En cuanto a la expresión de CD53, en las células 
mesangiales creciendo en presencia de 10% de suero, existen dos poblaciones distintas. 
Una población que presenta elevados niveles de expresión de CD53 y otra, también 
positiva, pero que expresa bajos niveles del antígeno. Esta diferencia se debe a que los 
niveles de expresión del antígeno CD53 dependen del estado proliferativo de las células, 
de manera que en células mantenidas en condiciones de ayuno, la población de mayor 
expresión de CD53 disminuye drásticamente, simultáneamente con el aumento de la 
población de menor expresión, mientras que en presencia de suero, la expresión de 
CD53 aumenta, apareciendo la población que expresa altos niveles de CD53. 
Las proteínas Tetraspan intervienen en proliferación, tanto en inducción como en 
inhibición. El que resulte un efecto u otro parece depender más del anticuerpo empleado 
que de la molécula de la cual se trata; así, tanto el anticuerpo MEM53, como 
anticuerpos contra otras Tetraspan bloquean proliferación en linfocitos T humanos [8], 
mientras que el anticuerpo 7D2, que reconoce a CD53 de rata es proliferativo en células 
T esplénicas [44]. Por ello parecía interesante estudiar el efecto de CD53 sobre 
proliferación en células mesangiales. Para estos experimentos se empleó el anticuerpo 
MRC OX44, comprobándose que en células mesangiales mantenidas en condiciones de 
ayuno, este anticuerpo induce síntesis de ADN, que es bloqueada en presencia de suero, 
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lo cual indica que en el suero existe alguna sustancia que bloquea el efecto del 
anticuerpo. Asimismo indica que la población de células que está respondiendo es la de 
bajos niveles de expresión de CD53.  
TGF-β es una citoquina con un importante papel en la fisiología de las células 
mesangiales, que está relacionado con la nefropatología debida a hiperglucemia e 
hipertensión glomerular, donde media el incremento en la producción de proteínas de 
matriz extracelular, como colágeno o fibronectina, mediante la activación de ERK [301-
303]. Bebido a que TGF-β bloquea la señal proliferativa mediada por EGF, de 
inducción de síntesis de ADN y estimulación de ERK en células mesangiales [278], se 
pensó que pudiera ser la sustancia presente en el suero, capaz de bloquear el efecto de 
inducción de síntesis de ADN mediado por CD53. No obstante, cuando dicho factor es 
añadido a las células en ausencia de suero, junto con el anticuerpo MRC OX44, no se 
observa el bloqueo en la síntesis de ADN inducido por el suero. Debido a que el suero 
es una sustancia de composición desconocida, rica en multitud de factores de 
crecimiento, la sustancia que esté bloqueando el efecto producido por CD53 es difícil de 
identificar, pudiendo ser una conjunción de varios factores. 
La medida de incorporación de timidina marcada con tritio al ADN es un 
método tradicional de medida de proliferación celular [304]. No obstante, las células 
mesangiales crecen lentamente en cultivo, por lo que resulta interesante ver la evolución 
de la incorporación de timidina a tiempos más largos de 24 horas. Por ello se estudio la 
evolución de la incorporación de timidina recogiendo muestras cada 24 horas hasta un 
máximo de 96 horas. El efecto esperado es que exista un máximo de acumulación, que 
posteriormente descienda, o que el proceso aumente a medida que aumenta el tiempo. 
Se realizaron dos tipos de medidas: pulsos de timidina de 6 horas al final de cada 
periodo de 24 horas, y presencia de timidina constante en el medio. La medida mediante 
pulsos de timidina indica que existe un pico de acumulación a las 24 horas de 
tratamiento, que desciende en las horas consecutivas, habiendo cesado a las 96 horas, 
mientras que con timidina constante en el medio, la cantidad de ADN marcado aumenta 
progresivamente como consecuencia de la acumulación. Estos resultados indican que el 
proceso desencadenado por el antígeno no es persistente, sino transitorio. Esta 
acumulación de timidina marcada, debida a síntesis de ADN, debiera manifestarse en un 
aumento de células a las 96 horas. La medida del número de células, se realizó mediante 
tinción y posterior recuento de núcleos y determinación de la actividad metabólica, por 
respiración mitocondrial, ambas medidas realizadas cada periodo de 24 horas, hasta las 
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96 horas. Sorprendentemente, observamos sólo un discreto aumento en el número de 
núcleos y un leve aumento en la actividad metabólica, que no se corresponde con el 
esperado, a juzgar por el elevado aumento de incorporación de timidina. Estos 
resultados sugieren que el anticuerpo MRC OX44 induce una señal proliferativa que, 
por razones desconocidas, no resulta amplificada. El análisis de ciclo celular por 
citometría de flujo confirma que no se produce una inducción de la proliferación exitosa 
mediada por CD53. Las células presentan un ligero aumento de la población en S-G2 a 
expensas de una disminución en la población en G1. Asimismo se produce un aumento 
en la población en apoptosis, también a expensas de la disminución de G1, seguramente 
debido a que parte de las células que reciben un estímulo inductor de síntesis de ADN, 
no consiguen completar el ciclo mitótico, por lo cual desencadenan una respuesta 
apoptótica. El aumento de la incorporación en timidina, que no da lugar a un aumento 
importante en el número de células, y el aumento en el pico de apoptosis, acompañado 
del ligerísimo aumento de la población en G2, avalan la hipótesis de que el antígeno 
CD53 en células mesangiales, está regulando la proliferación, mediante cooperación con 
otros estímulos, hasta ahora desconocidos, de manera que la señal inducida por CD53 
necesita otra señal coestimulatoria para progresar. Un efecto similar es el observado en 
linfocitos B humanos en reposo, donde el anticuerpo MEM53 induce la entrada en G1, 
aunque la entrada en S sólo progresa en presencia de coestímulos como interleuquinas, 
de manera que es posible que el anticuerpo esté induciendo la síntesis de receptores de 
interleuquinas, preparando a las células para recibir el coestímulo [63]. Las células 
mesangiales en cultivo responden  a interleuquinas [305-307], por lo cual, es posible 
que el inicio de proliferación inducido por MRC OX44, progrese en presencia de 
interleuquinas. 
Las señales enviadas por los anticuerpos que reconocen a las Tetraspan son 
aumento de los niveles de calcio intracitoplásmicos, activación de PKC o activación de 
tirosina quinasas (ver introducción). Se estudiaron los efectos de diversos inhibidores de 
éstas y otras rutas metabólicas sobre la síntesis de ADN inducida por CD53. Inhibidores 
de PKC como bisindol, de tirosina quinasas como genisteína y piceatanol, o de PI 3K 
como wortmanina, no tuvieron efecto, pero PD98059, inhibidor de MEK 1,2, bloqueó el 
efecto inducido por el anticuerpo. MEK1,2 son MAPKKs que activan a ERK 1 y ERK 
2, en respuesta a factores de crecimiento y otros estímulos. Esto sugiere que ERK está 
implicada en la vía de señalización de CD53. La activación de ERK en respuesta a 
factores de crecimiento es un proceso temprano, aunque los efectos de una señal 
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inductora de proliferación se observen más tardíamente. El análisis mediante “western 
blot”, realizados en extractos con o sin inhibidor, revela que la activación de la síntesis 
de ADN, inducida por la ligación de CD53, es un proceso tardío que se debe a una 
activación temprana de ERK 1 y ERK 2. 
ERK 1,2 induce multitud de procesos en células mesangiales como proliferación 
[308-311], supervivencia y apoptosis [312], desarrollo fetal [313], o síntesis de matriz 
mesangial frente a estímulos inflamatorios o estrés mecánico [302, 314]. En nuestro 
sistema, la inhibición de la vía de MAPK bloquea selectivamente la síntesis de ADN. 
Sin embargo, la apoptosis que ocurre simultáneamente con la síntesis de ADN, mediada 
por CD53, también podría ser debida a la activación de ERK, puesto que ha sido 
descrito que la activación transitoria de ERK, en respuesta a estímulos inflamatorios 
como peróxido de hidrógeno, son capaces de inducir apoptosis, mientras que una 
activación basal constante, media la supervivencia celular [312].  
 
Significado fisiológico de la ligación del antígeno CD53 en linfocitos B. 
En la línea celular B, IR938F, el anticuerpo MRC OX44 mantenido de manera 
sostenida en el medio, tiene un efecto protector frente a la apoptosis desencadenada por 
falta de suero; es decir, induce señales de supervivencia. La medida del ciclo celular 
mediante citometría de flujo indica que células mantenidas en ayuno, cuando se les 
añade el anticuerpo MRC OX44 presentan un patrón de crecimiento normal, incluso tras 
72 horas de tratamiento. En cambio, las células mantenidas en ayuno en ausencia del 
anticuerpo, a las 24 horas de tratamiento desencadenan un proceso apoptótico, medido 
por el desplazamiento del ADN hacia el pico de apoptosis, como consecuencia de su 
fragmentación. El análisis de la expresión de PARP mediante "western blot" confirma 
los resultados obtenidos mediante citometría. Dicha proteína resulta hidrolizada por la 
caspasa-3 durante el proceso de apoptosis, dando lugar a una proteína de menor tamaño. 
En nuestros experimentos, dicho producto proteolítico aparece en las células control 
aumentada con respecto a las células tratadas con el anticuerpo, a partir de las 24 horas 
de tratamiento. Este resultado indica que, efectivamente, el tratamiento con el 
anticuerpo MRC OX44 protege a las células de la activación de la caspasa-3, evitando 
la  consiguiente proteolisis de la proteína PARP. Estos resultados confirman que la 
ligación del antígeno CD53 induce supervivencia en respuesta al estrés producido por 
ausencia de factores de crecimiento. Los mecanismos por los cuales ocurre este efecto 
son hasta el momento desconocidos, aunque el hecho de que las Tetraspan medien la 
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activación de FAK, podría tener que ver con este efecto, ya que, como se ha descrito 
anteriormente, FAK es capaz de rescatar de apoptosis células que han perdido la 
adhesión con el sustrato, en un proceso mediado a su vez por PI 3K. 
Las proteínas Tetraspan han sido relacionadas con adhesión homotípica, en 
varios sistemas, existiendo anticuerpos tanto inductores como inhibidores de tal efecto. 
El anticuerpo MRC OX44, induce adhesión homotípica en la línea celular IR938F [92], 
las mismas células en las que se observa la protección frente a apoptosis descrita en esta 
trabajo. La adhesión celular está relacionada con supervivencia, lo cual podría indicar 
que la protección frente a apoptosis, inducida por CD53, es una consecuencia de la 
inducción de adhesión. 
La implicación del antígeno CD53 en supervivencia celular se puso de 
manifiesto por primera vez en experimentos de desarrollo tímico, donde CD53 se 
expresa en células dobles negativas y simples positivas, mientras que se pierde su 
expresión en células dobles positivas, que son células destinadas a morir en el timo. 
Estos experimentos llevaron a la hipótesis de que la expresión de CD53 es una señal de 
supervivencia [7, 108]. Recientemente ha sido descrito, mediante experimentos de 
“microarrays”, que el antígeno CD53 está presente en células procedentes de un linfoma 
B murino resistentes a apoptosis frente a radiación ionizante [315].  
Se conocen multitud de señales encargadas de inducir supervivencia en 
linfocitos B, las más importantes de las cuales son la interacción de CD40 con CD40L 
[316, 317], IL-4 [318], interacción cooperativa de las células B con las células T, la cual 
a su vez requiere de la ligación de CD40 y da lugar a la producción de IL-4 [319], o la 
recientemente descrita interacción de BAFF (miembro de la familia de TNF-α) con su 
receptor [320]. Actualmente no se conoce si el antígeno CD53 regula alguno de estos 
procesos en particular o si supone una nueva vía de supervivencia celular. No obstante, 
se ha descrito que la ligación con anticuerpos del antígeno CD81, miembro de la familia 
Tetraspan, media la producción de IL-4 por parte de las células T, durante la interacción 
de las células T con células B [79], y la Tetraspan CD9 interacciona con el factor de 
crecimiento TNF-α en la membrana plasmática, modulando la proteolisis y actividad 













































1- La ligación del antígeno CD53 produce por sí misma una estimulación 
rápida y transitoria de la quinasa N-terminal de c-Jun, que conlleva un 
incremento en la actividad transcripcional de c-Jun. Dicho proceso no va 
acompañado de la estimulación previa de Vav. 
 
2- La estimulación de JNK mediada por CD53 es un proceso general, que 
ocurre en células linfoides, y puede ser reconstituido en otros sistemas, 
como células epiteliales o fibroblastos. 
 
3- La ligación de CD53 estimula otras MAPK como ERK y p38, al menos 
en células epiteliales. 
......................................................................................................................... 
 
4- Las células mesangiales glomerulares de rata expresan el antígeno CD53 
en la superficie celular. Los niveles de expresión son dependientes de la 
concentración de factores de crecimiento en el medio. 
 
5- La ligación de CD53, en las células mesangiales induce, por sí misma, 
un incremento en la síntesis de ADN en ausencia de factores de 
crecimiento, que no va seguido de un aumento considerable del número de 
células. 
 
6- El incremento en la síntesis de ADN, mediado por CD53 en las células 
mesangiales, es dependiente de la activación de MEK y ERK. 
......................................................................................................................... 
 
7- El antígeno CD53 está implicado en protección frente a apoptosis 
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